




















































































































































































































6‐4PPs      6‐4‐Photoprodukte 
°C       Grad Celsius 
AA      Acrylamid 
Abb.      Abbildung 
Amp      Ampicillin 
Art       Artemis 
AT       Ataxia Telangiectasia 
ATCC       American Type & Culture Collection 
ATM       Ataxia Telangiectasia Mutated 
ATMi      ATM‐Inhibitor 
ATP      Adenosintriphosphat 
ATR       ATM and Rad3 related 
ATRIP      ATR Interacting Protein 
BAA      Bis‐Acrylamid 
BER       Basen‐Exzisions‐Reparatur 
Bp      Basenpaar 
Bq       Becquerel (Einheit der Radioaktivität) 
BrdU       5‐Brom‐2`‐desoxyuridin 
BSA       Bovine Serum Albumin (Fötales Kälberserum)  
Bsp.      Beispiel 
bzw.      beziehungsweise 
c       Geschwindigkeit 
CdK       Cyclin dependent Kinase 
CENP‐F      Centromer‐Protein F 
Chk 1/2     Cell Cycle Checkpoint Kinase 1/2 
cm       Zentimeter 
CPDs      Cyclobutan‐Pyrimidin‐Dimere 
Da      Dalton 
DAPI       4´, 6‐Diamidino‐2‐phenylindol‐dihydrochlorid 
DMSO       Dimethylsulfoxid 




DSB       DNA‐Doppelstrangbruch 
DTT      Dithiothreitol 
E. coli      Escherichia coli 
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
EdU      5‐ethynyl‐2´‐deoxyuridin 
ERG      Eppendorf‐Reaktions‐Gefäß 
ESB      DNA‐Einzelstrangbruch 




FA      Formaldehyd 
FACS      Fluorescence Activated Cell Sorting 
FCS      Fetal Calf Serum (Fötales Kälberserum) 




GFP      Green Fluorescent Protein (Grün‐fluoreszierendes Protein)  
Gy       Gray (Einheit der Strahlendosis) 
h       Stunde 
H2O dest.     destilliertes Wasser 
HR       Homologe Rekombination 
hTert       human telomerase reverse transcriptase 
IFM       Immunfluoreszenz‐Mikroskopie 
IR       Ionizing Radiation (Ionisierende Strahlung)  
Kan      Kanamycin 
Kb      Kilobasenpaare 
keV       Kiloelektronenvolt 
kg       Kilogramm 
L      Liter 
LB      Luria‐Bertani 
LCI      Live Cell Imaging (Lebendzell‐Mikroskopie) 
Lig IV       Ligase VI 
LMDS       Locally multiply damaged site 
m       milli/Meter 
Mb      Megabase 
M‐Phase    Mitosephase 
M      Molar, Mol pro Liter  
MEM       Minimal Essential Medium 
MeV       Megaelektronenvolt 
MI       Mitotischer Index 
MilliQ       doppelt destilliertes Wasser 
min       Minute 
ml       Milliliter 
MMR      Mismatch‐Reparatur 
MRN‐Komplex     Mre11‐Rad50‐Nbs1‐Komplex 
Mw      Molekulargewicht 
NBS       Nijmegen Breakage Syndrome 
NEAA       Non Essentiell Amino Acids (Nicht‐essentielle Aminosäuren)  
NER      Nukleotid‐Exzisions‐Reparatur 
NHEJ       Nicht‐homologes End‐Joining 
nm       Nanometer 
OD      Optische Dichte  




PBS       Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Saline)  
PCNA      Proliferating Cell Nuclear Antigen 
PI       Propidiumiodid 
Rb      Retinoblastoma Protein 
RBW       Relative Biologische Wirksamkeit 
res.      resistent 
ROS       Reactive Oxygen Species (Reaktive Sauerstoff‐Spezies) 
RPA       Replication Protein A (Replikationsprotein A)  
rpm      rounds per min (Umdrehungen pro Minute) 
RPMI       Roswell Park Memorial Institute 
RT       Raumtemperatur 
s       Sekunde 
SDS       Sodiumdodecylsulfat 
S‐Phase     Synthesephase 
SSA       Single Strand Annealing 
ssDNA       single strand DNA (Einzelstrang‐DNA)  
Sv       Sievert (Einheit der Äquivalentdosis) 
TBE       Tris‐Borsäure‐EDTA 
TE       Tris‐EDTA 
TxR      TexasRed 
ÜN      über Nacht 
V(D)J       Variable (Diversity) Joining 
v/v       volume per volume (Volumenprozent) 
vgl.      vergleiche 
w/v       weight per volume (Gewichtsprozent) 
 WT      Wildtyp 
x g       Erdbeschleunigung 
XRCC       X‐ray Repair Cross‐Complementing 
Z       Ordnungszahl 
α       alpha 
β       beta 
δ       delta 
η       eta 
λ       lambda (Wellenlänge) 
μ       mikro 
υ       Frequenz 
φ      phi 





















































































































zierung  von DSBs, während anhand der unterschiedlichen nukleären  Lokalisation  von RFP‐LigaseI 
die Abgrenzung von G1‐ zu S‐Phase‐Zellen erfolgte. Mit Hilfe dieser Methode wurde gezeigt, dass in 
der G1‐Phase mit 1 Gy bestrahlte Zellen innerhalb der ersten 6 h mit 10 bis 16 DSBs in die S‐Phase 





























gleich  der  Regulation  nach  IR  und  UVC‐Bestrahlung  wurden  ebenfalls  die  Methoden  der 
Durchflusszytometrie und der Immunfluoreszenz‐Mikroskopie verwendet.  
Exponentiell wachsende  Zellen  arretierten  im  Gegensatz  zu  IR  nach  UVC‐Bestrahlung  direkt  am 
G1/S‐Übergang.  Zudem war  keine Abhängigkeit  von ATM  und ATR  erkennbar. Da  auch  S‐Phase‐
Zellen sofort nach UVC‐Bestrahlung arretierten, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die  In‐
duktion  des  G1/S‐Checkpoints  eventuell  von  Intra‐S‐Phase‐Checkpoints  und/oder  mechanischer 
Inhibierung beeinflusst wurde. Dies sollte durch die Bestrahlung von synchronisierten Zellen in der 
frühen G1‐Phase umgangen werden.  Nach Stimulation und Bestrahlung der Zellen ergab sich keine 















































By  using  fixed  cells  and  “classical”  methods  like  flow‐cytometry  and  immunfluorescence‐







the association of a “master checkpoint” – at  least  in the first cell cycle after  irradiation. The slow 
activation of  the G1/S checkpoint points  to an  ineffective DSB damage  response and  it  raises  the 
question for the molecular mechanisms. Thus, in the second part of this work the regulation of the 
G1/S  checkpoint after modification of  the DNA damage and  the activated damage  response was 
investigated. While  IR  induces DSBs which are detected by ATM  (Ataxia Telangiectasia Mutated), 
short‐wave  (254 nm), monochromatic UVC‐light  induces Cyclobutan‐Pyrimidin‐Dimers  (CPDs)  and  
6‐4‐Photoproducts (6‐4PPs). In the course of repair ssDNA regions are created which might serve as 
a signal  for  the activation of ATR. To  investigate  the dependency of  the G1/S checkpoint on ATM 
and ATR, additional  to wt cells, an ATM‐deficient and an ATR‐deficient cell  line were used  in  the 
experiments. For the direct comparison with IR, the methods of flow‐cytometry an  immunfluores‐
cence‐microscopy were utilized. In contrast to IR, after UVC‐irradiation a G1/S checkpoint arrest of 
exponential growing  cells was  immediately detected. Furthermore, no dependency of  the  check‐
point on ATM and ATR was detectable. Because of the immediate arrest of S phase cells after UVC‐
irradiation, it could not be excluded that the induction of the G1/S checkpoint is probably affected 




synchronized G1 phase cells were  irradiated directly after  release.  In  these cells no direct depen‐




pected, a G2/M checkpoint could be  induced  in ATM‐proficient cells after IR and  in ATR‐proficient 
cells after UVC. The ATR‐deficient cell  line showed a marginal fluence‐dependent activation of the 
checkpoint  after UVC‐irradiation.  After  IR,  ATM‐inhibition  lead  to  a  complete  abrogation  of  the 
G2/M checkpoint  indicating a G2/M checkpoint solely on ATM.  Interestingly, after UVC‐irradiation 




































































dung  im  Atom  verschiedene Wechselwirkungsprozesse.  Bei  der  klassischen  Streuung  ändert  das 
eintreffende Quant zwar seine Richtung, überträgt aber keine Energie. Ein weiterer Prozess  ist die 

















Im Gegensatz dazu  gibt beim photoelektrischen  Effekt  ein Photon  seine  gesamte  Energie  an das 
abzulösende Elektron ab. Die kinetische Energie des Sekundärelektrons entspricht der Energie des 
Photons abzüglich der Bindungsenergie. 





















(B)  Beim  photoelektrischen  Effekt  wird  ein  Elektron  aus  dem  Atomverband  durch  ein  Photon  der  Energie  E  =  h  ∙  f  




Da  die  biologische  Wirkung  ionisierender  Strahlung  im  Wesentlichen  auf  Ionisationen  im  bio‐














































Ionisierende  Strahlung  induziert eine  große Anzahl  verschiedener  Schäden  in der DNA. Nach Be‐
strahlung mit 1 Gy ionisierender Strahlung können in der Zelle 4000‐5000 DNA‐Schäden festgestellt 












ren  Schäden,  z.B. Basenschäden oder weiteren  ESBs  auftreten. Damit  können  sie Teil  komplexer 
DNA‐Schäden werden.  
Basenschäden können sowohl durch direkte Ionisationen als auch durch •OH‐ und Peroxyl‐Radikale 
(indirekte  Strahlenwirkung)  entstehen. Durch  ultraviolette  (UV)‐Strahlung  (Kapitel  2.4)  entstehen 









Multiply  Damaged  Sites  (LMDS).  Dieser  Begriff wurde  von Ward  geprägt  (Ward,  1985)  und  be‐




därelektronen  deponieren  ihre  Energie  in  Paketen  entlang  von  Bahnspuren  durch  die Materie. 
„Spurs“ besitzen einen Durchmesser im Bereich von 4 nm, enthalten 2 bis 3 Ionenpaare und haben 
eine deponierte Energie von bis zu 100 eV. „Blobs“ erreichen einen Durchmesser von etwa 7 nm 













können  ESBs  die  Entstehung  von  DSBs  begünstigen,  sobald  Replikationsgabeln  auf  sie  treffen 
(Khanna und  Jackson, 2001). DSBs werden andererseits gezielt  in Zellen  induziert, um einen Aus‐
tausch zwischen homologen Chromosomen während der Meiose zu erreichen und so eine Vergrö‐
ßerung  der  genetischen  Diversität  zu  erhalten.  Dies  ist  bei  der  V(D)J‐Rekombination  (Variable 
(diversity) joining) bei der Bildung der Antikörperdiversität der Fall (Gellert, 2002). 
2.3 Erkennung und Reparatur von DNA‐Schäden 










Dem Prozess der DNA‐Schadensantwort  liegt eine  Signaltransduktionskaskade  zugrunde  (Abb. 2). 















ATM  (Ataxia Telangiectasia Mutated) und ATR  (Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related)  sind Se‐























Rolle bei der Kontrolle des  Zellzyklus  sowie der DNA‐Reparatur  (Kastan und  Lim, 2000)  (Abb. 3). 
Nach Auftreten eines DSBs  ist ATM  somit eines der ersten Proteine, welches aktiviert wird. ATM 
liegt  im  inaktiven Zustand als Dimer vor, wobei  jeweils die Kinase‐Domäne durch die FAT‐Domäne 
der Monomere blockiert wird. Die Aktivierung erfolgt durch gegenseitige Phosphorylierung  in der 
FAT‐Domäne, worauf das  inaktive Dimer  in zwei aktive Monomere zerfällt  (Bakkenist und Kastan, 
2003, Falck et al., 2005, Warmerdam und Kanaar, 2010). Die aktiven Monomere binden an Nbs1, 
einer  Untereinheit  des  MRN‐Komplexes.  ATM  wird  daraufhin  an  den  DSB  rekrutiert  und  eine 
Checkpoint‐Antwort wird induziert. Substrate von ATM, die an der Induktion des G1/S‐Checkpoints 
involviert  sind,  sind p53, Mdm2  (Mouse double minutes 2‐Protein) und Chk2. Bei Aktivierung des 
Intra‐S‐Checkpoints  sind  unter  anderem  BRCA1  (Breast  Cancer  Susceptibility  Gene  1)  und  Nbs1 
(Nijmegen breakage syndrome 1) vertreten, bei Aktivierung des G2/M‐Checkpoints gehören zu den 
Substraten BRCA1 und Rad17. 
Mutationen  im  ATM‐Gen  führen  zu  einem  Chromosomen‐Instabilitätssyndrom  und  liegen  dem 
Krankheitsbild der Ataxia  telangiectasia  (AT)  zugrunde  (Gatti et al., 1988). AT  ist eine autosomal 
rezessive  Erkrankung mit  einem  sehr  komplexen  klinischen  Krankheitsbild. Hier  sind  progressive 
Neurodegeneration,  Immundefizienz,  erhöhtes  Tumorrisiko,  genomische  Instabilität  und  erhöhte 




zahl  der Heterozygoten  in den USA und  Europa wird mit  ca.  1‐1,5 %  angegeben  (Savitsky  et  al., 
1995). 
Auf zellulärer Ebene zeigen sich Auswirkungen des AT‐Syndroms bei der DNA‐Reparatur,  in Check‐






ATR  ist, wie  auch  ATM,  eine  Protein‐Kinase  und  besitzt  ein Molekulargewicht  von  ca.  220  kDa. 
Ebenso wie ATM weist ATR die für die PIKK‐Familie typischen Domänen innerhalb des Proteins auf. 








(Burma  et  al.,  2001). Man  erkennt  somit  eine  starke  Überlappung  zwischen  ATM  und  ATR  im 




in  im Checkpoint‐Pathway  (Cortez et al., 2001).  Im Gegensatz dazu wird ATR an Orte blockierter 




in  essentiell  für  das  Überleben  ist.  Der  Verlust  führt  zu  einer  frühen  embryonalen  Lethalität. 
Hypomorphe Mutationen beim Menschen hingegen  führen zu einer verminderten Expression von 
ATR. Dies resultiert im so genannten Seckel‐Sydrom, einer autosomal‐rezessiven Funktionsstörung, 








Die  Induktion  von  DNA‐Schäden,  vor  allem  von  DSBs  kann  strukturelle  Veränderungen  der 
Chromatinstruktur  zur  Folge  haben.  Diese  Strukturänderungen  können  einen  Teil  der  zellulären 
Antwort  auf DNA‐Schäden  darstellen. Über ATP‐abhängige  Komplexe wird  das  Chromatin  derart 
umgestaltet, dass die Histone H2A, H2B, H3 und H4 für weitere Prozesse der DNA‐Schadensantwort 
zugänglich  sind.  Es  folgt  eine  kovalente  Modifikation  der  Histone  durch  Phosphorylierung, 
Acetylierung, Methylierung oder Ubiquitinierung. Eine wichtige Histonmodifikation nach IR und der 
Induktion von DSBs zur Weiterleitung des Schadenssignals ist die Phosphorylierung von H2AX zu γ‐
H2AX. H2AX  selbst wird mit einem Anteil  von etwa 10 % der Histon‐Familie H2A  als Mitglied“X“ 
zugeordnet (West und Bonner, 1980) und besitzt eine hochkonservierte Aminosäure‐Sequenz am C‐
























den  Bruch  zusammengezogen  werden  und  dadurch  erneut  H2AX  ATM‐abhängig  phosphoryliert 
werden kann (Bakkenist und Kastan, 2003, Lou et al., 2006). Ein weiterer Faktor, der ähnlich schnell 
wie MDC1  an  γ‐H2AX  rekrutiert wird,  ist die Ubiqutin‐Ligase RNF8 mit  ihrem Regulator RNF168. 
Über  eine  FHA  (forkhead‐associated)‐Domäne bindet RNF8  an phosphoryliertes MDC1.  Es wurde 
























DNA‐Schaden  rekrutiert  werden.  An  der  Schadensstelle  sitzt  der  MRN‐Komplex,  bestehend  aus  Mre11  (Meiotic 
recombination‐11), RAD50 und Nbs1 (Nijmegen breakage syndrome‐1) und BRCA1 (Breast‐Cancer‐Susceptibility Protein‐1). 





Hus1‐Komplex  (Rad9)  und  Rad17  erleichtern  die  Erkennung  des  Schadens.  BLM  (Bloom  Syndrome  Protein)  und H2AX 
werden über Chk1 und ATR phosphoryliert. Ebenso erfolgt die Phosphorylierung von Chk1 und Chk2 über ATR und ATM 
und die Weiterleitung des Schadenssignals an Effektor‐Proteine wie p53. p53 leitet die Antwort auf den DNA‐Schaden ein: 



















zweier getrennter Enden meist unabhängig  von der  Sequenz der DNA  (Weterings und  van Gent, 
2004).  Nachteilig  beim  NHEJ  sind  die  relativ  häufig  vorkommenden  Fehlverknüpfungen  und 
Deletionen während der Reparatur (Odersky et al., 2002, Helleday et al., 2007). Die HR hingegen ist 
ein fehlerfreier Reparaturprozess, bei welchem fehlende Sequenz‐Informationen an der Schadens‐





einfachen Verknüpfung der beim DSB  entstandenen  freien DNA‐Enden  (Abb. 4). Die Genauigkeit 
dieser Reparatur  ist meist ausreichend  für einfache, glatte Brüche  (van Heemst et al., 2004). Die 




dern  müssen  zunächst  prozessiert  werden.  Verkürzungen  der  Überhänge  können  über  eine 







hindert  wird.  Gleichzeitig  wird  die  katalytische  Untereinheit  (DNA‐PKcs)  der  DNA‐abhängigen 





































der Bruchenden  ist der MRN‐Komplex beteiligt. Er bindet  an die DNA und  resektiert durch 5´‐3´ 





Im weiteren  Ablauf  bindet  RPA  an  die  einzelsträngigen DNA‐Bereiche  und  stabilisiert  diese.  An‐
schließend ersetzt BRCA2 RPA durch Rad51, wodurch die Bildung eines Nukleoprotein‐Filaments aus 

















Zur  Reparatur  von  Doppelstrangbrüchen  über  HR  wird  eine  homologe  DNA‐
Sequenz benötigt, die meist auf der  Schwesterchromatide  zu  finden  ist. Der DSB 
wird  zunächst  durch  den  MRN‐Komplex  erkannt  und  überhängende, 
einzelsträngige DNA‐Enden prozessiert. An diese einzelsträngigen Bereiche  lagern 
sich Rad51, Rad52 und RPA. Anschließend erfolgt die Stranginvasion über Rad52, 

















Die Entdeckung der UV‐Strahlung und  ihrer Eigenschaften war ein  stufenweiser Prozess, der  sich 
über drei  Jahrhunderte  erstreckte. Bahnbrechende Beobachtungen wurden  unter  anderem  1614 























UVA, UVB und UVC variieren  je nach Quelle  leicht. Die Photonenenergie der Strahlung  ist umge‐
kehrt proportional zu ihrer Wellenlänge. Somit ist UVA‐ energieärmer als UVB‐, welches wiederum 














Wellenlängen  kleiner  als  400 nm die Ultraviolett‐Strahlung. Diese  kann  je nach Wellenlänge  in den UVA‐Bereich  (320‐





























Spezies  (ROS)  eine Rolle, die  zu oxidativen  Schäden  von  zellulären Makromolekülen wie  Lipiden, 
Proteinen und DNA führen (Brendler‐Schwab et al., 2004). 
Die  Bestrahlung  von  DNA  bei  254 nm  (UVC)  verursacht  in  der Mehrzahl  Cyclobutan‐Pyrimidin‐
Dimere  (CPDs). Mit  einem Anteil  von  71 %  entstehen  hierbei  vor  allem  Thymidin‐Dimere  und  in 














und  Replikation  führen.  Trifft  eine  Replikationsgabel  auf  einen  unreparierten  ESB  oder 
Basenschäden, entsteht ein DSB (Strumberg et al., 2000). CPDs und 6‐4PPs werden über die Nukleo‐
















Struktur  der DNA, was  auf Dimerisierungen  innerhalb  des DNA‐
Strangs  zurückzuführen  ist.  Zwei auf einem DNA‐Strang benach‐
barte Pyrimidine, meist sind es Thymidine, werden kovalent über 
einen Cyclobutanring verbunden. Hierbei handelt es sich um eine 
photoinduzierte  Cycloaddition.  Ein  Thymidin‐Molekül  wird  über 
ein Lichtquant angeregt, wodurch es zur Wechselwirkung mit dem 
benachbarten  Thymidin  kommt, welches  sich noch  im Grundzu‐












1985,  Kim  et  al.,  1994).  Einzelne  Basenfehlpaarungen  in  neu  replizierter  DNA werden  über  die 
Mismatch‐Reparatur  (MMR)  beseitigt.  Diese  entstehen  trotz  der  proofreading‐Aktivität  der 
Polymerase  δ, welche  zu  99 %  erfolgreich  ist, während  der  Replikation  der DNA  in  der  S‐Phase. 
Dennoch treten immer wieder fehlerhafte Basenpaarungen vor allem in repetitiven Sequenzen auf, 





Stellen),  sowohl  in  Bakterien  als  auch  in  Säugern  (Barnes  und  Lindahl,  2004).  Veränderte  Basen 













patch“  nur  einen  Anteil  von  10‐20 %  hat. Hier werden  im  Allgemeinen  2‐10 Nukleotide  ersetzt, 
wenn die AP‐Stelle nicht  für die direkte Neusynthese geeignet  ist,  sondern weitere Schäden auf‐
weist.  Die  Beseitigung  der  AP‐Stelle  erfolgt  bei  der  „short‐patch“  Reparatur  durch  eine  AP‐
Endonuklease, die 5´ von der AP‐Stelle schneidet und unter Bildung einer freien 3´‐OH‐Gruppe ein 
abasisches Deoxyribose‐Phosphat  (dRP)  bildet. Das  dRP wird  durch  die  Lyase‐Aktivität  der DNA‐
Polymerase β entfernt und die fehlenden Nukleotide im gleichen Schritt aufgefüllt. Der verbleiben‐
de ESB wird anschließend über LigaseIII/XRCC1 geschlossen (Matsumoto und Kim, 1995, Sinha und 
Häder, 2002, Robertson et al., 2009).  Zur Reparatur über  „long‐patch“ BER wird  zusätzlich PCNA 
(Proliferating Cell Nuclear Antigene) benötigt. Dieses Heterotrimer bildet einen Ring um die DNA 






Mechanismus  ist  bis  zu  Eukaryoten  hochkonserviert  und  wurde  Ende  der  1980er  Jahre  in 
Säugerzellen größtenteils aufgeklärt  (Venema et al., 1990, Ljungman und Zhang, 1996). Über NER 





1995),  von  denen  viele  durch  die  Charakterisierung  der  Krankheit  Xeroderma‐Pigmentosum  (XP) 






















duziert,  spielt  zusätzlich  die  Erkennung  durch  den UV‐DDB  (UV‐Damaged  DNA‐Binding  Protein)‐
Komplex eine Rolle  (Sugasawa, 2009). Die Bindung dieser Proteine erleichtert die spätere Anlage‐
rung des Pre‐Inzisions‐Komplexes  (Volker et al., 2001, Moser et al., 2005). Zunächst wird die DNA 






Schnitt  2‐8 Nukleotide  von  der  Läsion  entfernt,  am  5´‐Ende  15‐24 Nukleotide. Durch  die  beiden 
Schnitte wird ein einzelsträngiges Oligonukleotid‐Fragment frei, wodurch eine Lücke in der DNA von 
25‐30 Nukleotiden entsteht. Wie auch  im Falle der normalen DNA‐Replikation wird nun PCNA mit‐
tels RFC auf die DNA geladen  (Kelman, 1997). Die DNA‐Polymerasen  δ und  ε  synthetisieren DNA 
über die Lücke hinweg, der  intakte Gegenstrang wird hierbei als Template verwendet  (Gillet und 
Schärer,  2006). Die  Stränge werden  abschließend  über die DNA‐Ligase  verbunden  (Araujo  et  al., 
2000).  Neuere  Studien  nehmen  an,  dass  der  XRCC1‐LigaseIII‐Komplex  hauptsächlich  am 
Ligationsschritt der NER beteiligt ist (Moser et al., 2007).  
 


















DNA  entstanden  sind. Daher  führt der Verlust dieses Reparaturweges  zu  einer Ansammlung  von 













gegenwärtigen Modellen wird  angenommen,  dass  sich  im  neu  synthetisierten  Strang  „nicks“  als 






















Der Ablauf des Zellzyklus  lässt  sich  in die vier  zeitlich aufeinanderfolgende Phasen G1‐  (gap1), S‐ 
(Synthese), G2‐Phase und Mitose gliedern (Sisken und Morasca, 1965). Die Länge der Phasen kann 






det werden. Die G1‐Phase  ist eine wichtige  regulatorische Phase,  in der entschieden wird, ob die 
Zelle weiter den Zellzyklus durchläuft und  sich  teilt oder ob  sie den Zellzyklus verlässt und  in ein 
Ruhestadium  (G0) eintritt. Findet eine Stimulation der Zelle mit mitogenen Signalen statt,  tritt sie 














eines  jeden Chromosoms durch die  Spindelfasern  zu den  Zellpolen  gezogen.  Somit  enthält  jeder 
Zellpol einen vollständigen Chromatidensatz. Die Telophase  ist die  letzte Phase der Mitose,  in der 
sich die Kernhülle wieder bildet und die Chromosomen dekondensieren. Nach Kern‐ und  Zellteilung 
sind zwei identische Tochterzellen entstanden. 
Die  „treibende  Kraft“  für  die  Zellen  im Voranschreiten  des  Zellzyklus  sind  Cycline,  assoziiert mit 














Dyson,  1998).  Nach  Phosphorylierung  von  pRb  wird  gebundenes  E2F  frei  und  bildet  mit  DP‐
Proteinen  (DRTF1‐Differentiation  Regulated  Transcription  Factor  1)  einen  Transkriptionskomplex, 
der mit der DNA eine Bindung eingehen kann. Dies führt zur Transkription von Genen, welche für 
den Übergang  von G1‐  nach  S‐Phase  relevant  sind  (c‐Myc,  Cdc25A,  CyclinA  und  CyclinE)  (Helin, 
1998, Mittnacht, 1998). Später  in der G1‐Phase wird der CyclinE/Cdk2‐Komplex aktiviert, der den 
Übergang von der G1‐Phase in die S‐Phase regelt (Koff et al., 1992). In der frühen G1‐Phase ist die‐
ser  Komplex  durch  Phosphorylierungen  an  Thr‐14  und  Thr‐15  im  Cdk2‐Protein  inaktiv.  Die 
Dephosphorylierung dieser Threonine durch Cdc25A und gleichzeitige Phosphorylierung an Thr‐160 
durch die Cyclin‐aktivierende Kinase (CAK) aktiviert den CyclinE/Cdk2‐Komplex, der seine maximale 









Abb.  9:  Regulation  des  Zellzyklus  über  Cyclin‐Cdk‐
Komplexe 
Die Progression der  Zellen durch den  Zellzyklus wird 
über  Hochregulation  unterschiedlicher  Cyclin‐Cdk‐
Komplexe  in  den  einzelnen  Phasen  des  Zellzyklus 
reguliert.  Während  der  G1‐Phase  ist  der  CyclinD‐
Cdk4/6‐Komplex  für  die  Progression  der  Zellen  ver‐
antwortlich,  gegen  Ende  dieser  Phase  wird  der 
CyclinE‐Cdk2  Komplex  hochreguliert.  Die  Zellen 
progressieren weiter durch die S‐Phase. Während der 
S‐Phase und zu Beginn der G2‐Phase findet die Hoch‐
regulation  von  CyclinA‐Cdk2  statt.  Kurz  vor  Mitose 






Zelle  in die nächste Zellzyklusphase unterbunden werden  kann,  sofern die äußeren Bedingungen 
ungünstig  sind.  So  führen  z.B.  manche  DNA‐Schäden  zur  Aktivierung  von  Signaltransduktions‐









Nachdem  ein  durch  Röntgenstrahlung  verursachter DSB  über  das  Protein ATM  detektiert wurde 
(Abraham, 2001, Bakkenist und Kastan, 2003),  folgen zwei Signalwege, welche der Einleitung und 
Aufrechterhaltung  des  G1/S‐Checkpoints  dienen  (Sancar  et  al.,  2004).  ATM  aktiviert  und 
phosphoryliert die Moleküle p53 und Chk2 oder Chk 1 (Zhao et al., 2002), wobei Chk2/Chk1 für die 
Initiation des G1/S‐Arrests und p53 für seine Aufrechterhaltung verantwortlich ist. Phosphoryliertes 
Chk2/Chk1 wiederum  phosphoryliert  die  Cdc25A‐Phosphatase, wodurch  diese  inaktiviert  und  im 








rung  von p53 wird durch  Inhibierung  seines Repressors Mdm2  erreicht  (de  Toledo  et al., 2000). 
Durch  die  Aktivierung  von  p53  wird  die  Expression  von  p21  hochreguliert,  welches  den 
Cdk2/CyclinE‐Komplex durch Bindung inaktiviert und so den G1/S‐Arrest aufrecht erhält. Außerdem 







Bestrahlung  in der Lage  ist, einen G1/S‐Checkpoint zu  induzieren. Generell wird davon ausgegan‐
gen, dass nach UV‐Bestrahlung einzelsträngige DNA  auftritt, wodurch ATR  aktiviert werden  kann 
(Marini  et al., 2006). Unabhängig davon,  allerdings  abhängig  von RPA, wird  auch der Rad17‐RFC 
(Rad17‐Replication Factor C)‐Komplex an die Schadensstelle gebracht. Während der normalen Rep‐
likation spielt dieser Komplex  in  leicht veränderter Form eine Rolle bei der Beladung der DNA mit 
PCNA  (Zou  et  al.,  2003).  Rad17‐RFC  erleichtert  nachfolgend  die  Bindung  der  Rad9‐Rad1‐Hus1 
„sliding  clamp“  (9‐1‐1  sliding  clamp)  an  die DNA, welche  strukturelle Analogien  zur  PCNA‐clamp 
zeigt (Dore et al., 2009). Der 9‐1‐1 Komplex  ist notwendig für die Chk1‐Aktivierung durch ATR, ge‐
folgt von einem Checkpoint‐Signaling  (Majka et al., 2006).  Im Gegensatz zu Bestrahlung mit  IR  ist 





rung  des  Checkpoints  spielt. ATR‐abhängiges  Signaling  kann,  inklusive  der  Phosphorylierung  von 
H2AX, unabhängig von der Replikation nach NER von Photoprodukten durch UV‐Bestrahlung auftre‐
ten (O´Driscoll et al., 2003). Außerdem wurde gezeigt, dass die Aktivierung eines Checkpoints in der 
G1‐ und auch der G2‐Phase nicht  in NER‐defizienten Zellen  stattfinden kann  (Giannattasio et al., 








den  über  die  Kinasen  ATM  und/oder  ATR wahrge‐
nommen.  ATM  und  ATR  phosphorylieren  Rad17, 
Rad9,  p53  und  Chk1/Chk2.  Chk1  und  Chk2 wiede‐
rum phosphorylieren Cdc25A, wodurch dieses  inak‐
tiviert und degradiert wird. Dadurch akkumuliert die 
phosphorylierte,  inaktive  Form  von  Cdk2.  Cdc45 
kann  in  der  Folge  nicht mehr  phosphoryliert wer‐
den, wodurch  keine  Replikation  stattfindet.  Dieser 
schnelle G1/S‐Arrest wird über den p53‐abhängigen 
Signalweg  weiter  aufrecht  erhalten.  Phos‐
phoryliertes p53 bewirkt die Transkription von p21. 
p21 bindet an den CyclinD/Cdk4‐Komplex, wodurch 
die  Phosphorylierung  des  Proteins  Rb  verhindert 
wird.  In  der  Folge  werden  keine  E2F‐Trans‐
kriptionsfaktoren bereitgestellt und die Transkripti‐






Das  zentrale  Ereignis während  einer  normalen  Zellproliferation  ist  es,  den  „Restriction  Point“  zu 
überwinden. Pardee, der den Begriff „Restriction Point“ prägte, zeigte, dass Zellen nur in den ersten 
beiden Dritteln  ihrer G1‐Phase eine Stimulation durch Wachstumsfaktoren benötigen und die G1‐
Phase danach auch  in Abwesenheit von Mitogenen vollenden können  (Pardee, 1974).  Ist die Ent‐
scheidung,  von  der G1‐  in  die  S‐Phase  zu  progressieren  getroffen,  läuft  der  Rest  der  Zellzyklus‐
Progression automatisch und vorhersehbar ab (Lundberg und Weinberg, 1999). 
Demnach  ist es  für die Zelle ab einem bestimmten Zeitpunkt  z.B.  in der G1‐Phase möglich,  trotz 










Während der  S‐Phase wird die Replikation der eukaryotischen DNA  gleichzeitig  an  vielen Origins 
(Replikationsursprüngen) in verschiedenen Chromosomen gestartet. Dieser Prozess bedarf genauer 
Kontrolle und Regulation, auch in Gegenwart eventueller Schäden an der DNA, welche die Replika‐
tion  behindern.  Replikationsgabeln  können  an  DNA‐Schäden  anhalten  und  kollabieren,  was  zu 
unreplizierten  Regionen  im  Chromosom,  Entstehung weiterer DNA‐Schäden  und  letztlich  geneti‐






Young,  1980).  Im  Hefe‐Modell  wurde  gezeigt,  dass  Intra‐S‐Checkpoints  für  die  Bewahrung  der 





den DSBs  in Genombereichen  induziert, welche gerade nicht  repliziert werden, erfolgt der Ablauf 
der  Signalkaskade  ähnlich  der  des G1/S‐Checkpoints.  Zur Detektion  der DSBs  oder  andersartiger 
DNA‐Schäden existieren zwei verschiedene Modelle, ein Weg  führt über die Aktivierung von ATM 
(Bakkenist und Kastan, 2003), der  andere über ATR  (Zou und  Elledge, 2003). Änderungen  in der 
Chromatinstruktur z.B. durch DSBs erzeugen das  initiale Signal für die Phosphorylierung von ATM‐
Dimeren,  welche  sofort  zu  Monomeren  dissoziieren  und  ihre  Zielproteine  binden  und 















Abb.  11:  Schematische  Darstellung  der 
Aktivierung von ATM und ATR nach DSBs 
in der S‐Phase 
In  diesem  Modell  bedarf  die  Aktivierung 
von  ATM  keiner  direkten  Interaktion  mit 
DSBs, sondern erfolgt durch Wahrnehmung 
von  Veränderungen  in  der  Chromatin‐ 
struktur.  Nach  Autophosphorylierung 
dissoziiert das inaktive ATM‐Dimer in aktive 
Monomere, welche  an  Zielstrukturen  bin‐
den  und  weitere  Komponenten  phos‐ 
phorylieren.    





den  DSB.  Die  dargestellten  Mediatoren 
Claspin und auch MDC1, 53BP1 und BRCA1  
in Signalweg A modulieren die Aktivität der 









DSBs  induzierten  Intra‐S‐Phase‐Checkpoints  ist  der  Signalweg  über  ATM‐MDC1‐MRN‐SMC1 
(Structural Maintenance of Chromosomes 1), von welchem die Verlangsamung der Replikationsrate 
bestrahlter  Zellen  abhängt.  Ein  paraller  Signalweg  läuft  über  Chk1/Chk2  und  die  Proteolyse  der 
Cdc25A‐Phosphatase. Nach Aktivierung von ATM über DSBs wird mittels Chk1 und Chk2 die Rate 










seither  in  Zellen mit Defekten  auch  in  anderen  Komponenten  und  Proteinen  des  Intra‐S‐Phase‐
Checkpoints festgestellt.  
Nicht nur  IR‐,  sondern auch UV‐Bestrahlung  ist  in der Lage, Replikationsgabeln zu blockieren und 
den  Intra‐S‐Phase‐Checkpoint  zu  aktivieren.  Dabei  genügen  schon  geringe  Fluenzen  von  1 J/m2, 
welche die  Initiationsrate der Replikons um die Hälfte  reduzieren  (Kaufmann und Cleaver, 1981). 















Der  replikationsabhängige Checkpoint wird  aktiviert,  sobald Replikationsgabeln blockiert werden. 
Schlüsselkomponenten  dieses  Signalwegs  sind  neben  RPA  und  ATR‐ATRIP  das  Mediatorprotein 
Claspin und Rad17, sowie der 9‐1‐1‐Komplex. Dieser Checkpoint besitzt zwei Funktionen. Zum einen 


































ne  am  Schadensort  bzw.  es  werden  Proteine  am  Schadensort  nach  Auftreten  eines  Bruches 
phosphoryliert. Als etablierte Marker  zur Detektion von DSBs gelten das  schon erwähnte  γ‐H2AX 
(West und Bonner, 1980, Rogakou et al., 1999, Mahrhofer et al., 2006) und 53BP1, welches mit γ‐
H2AX kolokalisiert (Schultz et al., 2000, Rappold et al., 2001). Das Histon H2AX wird bereits wenige 
Minuten  nach Auftreten  eines DSBs  in  einem  Bereich  von mehreren Megabasenpaaren  um  den 
Bruch phosphoryliert  (γ‐H2AX), weswegen diese Phosphorylierung anschließend als deutlich sicht‐
barer  Focus  nach  Färbung mit  Phosphorylierungs‐spezifischen  Antikörpern  in  der  Immunfluores‐







die DSBs  einer  Zelle  über mikroskopische Auswertung  genau  zu  quantifizieren.  Ebenso  kann  die 
Reparatur der DSBs durch Abnahme der Foci über die Zeit nachgewiesen werden. Andere Metho‐
den zur Quantifizierung von DSBs, wie z.B. Pulsfeld‐Gelelektrophorese oder Comet‐Assay, benötigen 
mindestens 40‐100 Brüche pro  Zelle, um  zuverlässige Aussagen  zu  treffen. Diese Methoden  sind 
daher  im Vergleich zur Detektion von DSBs über die  Immunfluoreszenz‐Mikroskopie auf Einzelzell‐
ebene (Olive et al., 1991) insensitiver. Zudem ermöglicht die Doppelfärbung der Zellen mit Zellzyk‐

























sorgung mit  einem optimiertem Medium,  einem  Inkubator,  in  dem  die  Luftfeuchtigkeit  reguliert 
wird, die Zellen mit 5 % CO2 begast werden und eine einheitliche Temperatur von 37°C herrscht. Der 
entscheidende  Vorteil  dieser  Methode  im  Vergleich  zur  konventionellen  Immunfluoreszenz‐
Mikroskopie besteht  in der Möglichkeit, dass Zellen nicht fixiert werden müssen, sondern das Ver‐
halten  von  Proteinen  in  lebenden  Zellen  permanent  und  in  kurzen  Zeitabständen  „live“  verfolgt 
werden kann. 
Ein bedeutender Einschnitt in der Verwendung von LCI‐Systemen war die Entdeckung und Entwick‐
lung  fluoreszierender  Proteine, die  als molekulare Marker  dienten. Als  erstes wurde GFP  (Green 
Fluorescent Protein) entdeckt  (Shimomura et al., 1962), ein verwandtes Protein zu Aequorin, dem 






















resultierenden  Foci  zu  detektieren.  Ebenso  kann  die Mobilität  von  Proteinen  und  Diffusionsge‐
schwindigkeit  von Molekülen  über  FRAP  (Fluorescence  Recovery  After  Photobleaching)  und  FLIP 



















klassischen  S‐Phase‐Markern  wie  BrdU  (5‐Brom‐2`‐desoxyuridin)  wurden  zusätzlich  die  Marker 


















































Die  Frage, welchen Bereich der  S‐Phase PCNA  abdeckt, untersuchten Coltrera und Gown  (1991). 
Hierzu wurde die Markierung der Zellen mit PCNA mit der von BrdU, einem Standard‐Marker für die 
S‐Phase  im Zellzyklus,  in unterschiedlichen Zelllinien verglichen.  In schnell proliferierenden Zellen, 
wie beispielsweise HeLa‐Zellen, überlappten die Signale von PCNA und BrdU vollständig. In langsam 




Phase  befanden,  gemessen.  Dieses  war  in  G1‐  und  G2‐Phase‐Zellen  mit  steigenden  UV‐Dosen 




A           B                C           D                 E 
         
Abb. 13: Zellzyklus‐abhängige Verteilung von PCNA 
In der  frühen S‐Phase  (A)  ist PCNA über den ganzen Zellkern verteilt und zeigt die  initialen Replikations‐Foci an.  In der 
mittleren S‐Phase (B) wird das Euchromatin repliziert, dementsprechend wandern die PCNA‐Foci vor allem an die Periphe‐
rie und rund um die Nucleoli des Zellkerns. Wird  in der späten S‐Phase  (C) Heterochromatin repliziert, werden die Foci 









Durch  Kristallstrukturanalysen  (Pascal  et  al.,  2004)  konnte  gezeigt werden,  dass DNA‐LigaseI  die 





der  semikonservativen Replikation der DNA benötigt  (Mackenney  et al., 1997).  Zudem  spielt die 




(Goetz  et al., 2005). Die End‐Joining‐Aktivtät  von DNA‐LigaseI  ist durch die  Interaktion mit PCNA 




Das  typische  LigaseI‐Muster entsteht während der DNA‐Replikation  in der S‐Phase, wenn LigaseI‐
Enzyme, die zunächst diffus im Zellkern verteilt vorliegen, sich vermehrt an den Replikationsgabeln 
bzw. den Okazaki‐Fragmenten anlagern. Zudem ist es möglich, die S‐Phase durch Veränderung des 










Phase  stellen  die  DNA‐LigaseI‐Foci  ebenfalls  Heterochromatin‐Bereiche  dar.  Die  Dynamik  dieser 













mit  einem  bis  wenigen  DSBs  arretiert.  Da  noch  wenig  zur  zeitlichen  Regulation  des  G1/S‐







lebenden  Zellen mittels  LCI  durchgeführt werden. Die Verifizierung  der  Ergebnisse  erfolgte  über 
„klassische“ Methoden wie Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz‐Mikroskopie. 















in  kurzer  Zeit.  Durch  Rekrutierung  weiterer  Proteine  erfolgt  die  Induktion  einer  DNA‐
























Autoklav    VX‐150    (Systec GmbH, Wetterberg) 
Brutschränke  HERA cell 240  (Thermo Scientific, Langenselbold) 
Chemilumineszenz‐Gerät  Chemismart5000    (Vilber‐Lourmat, Eberhardzell) 
Dosimeter   Diados  (PTW, Freiburg) 
Durchflusszytometer    FACS Scan™    (Becton Dickinson, Heidelberg) 





Elektroporator    Nucleofector, amaxa  (Lonza Cologne AG, Köln) 
Fluoreszenz‐Mikroskope  Axioplan2  (Zeiss, Jena) 
  Observer D1    (Zeiss, Jena) 
Heizblock  Thermomixer compact    (Eppendorf, Hamburg) 
Kryotanks  Locator 8 Plus     (Thermolyne, Dubuque, USA) 
Kühlzentrifugen  5804R und  5810R     (Eppendorf, Hamburg) 
  Rotor A‐4‐44 und A‐4‐81  (Eppendorf, Hamburg) 
Live Cell Imaging‐System  AxioVert 200M    (Zeiss, Jena) 





Mikroskopfilter    EGFP ET Filterset  (AHF Analysentechnik AG, Tübingen) 
  Texas Red ET Filterset  (AHF Analysentechnik AG, Tübingen) 
  Cy5 Filter    (AHF Analysentechnik AG, Tübingen) 
  DAPI ET Filterset  (AHF Analysentechnik AG, Tübingen) 
Objektive  Plan‐Neofluar 10x    (Zeiss, Jena) 
  Plan‐Apochromat 10x  (Zeiss, Jena) 
  Plan‐Neofluar 40x    (Zeiss, Jena) 
  Plan‐Neofluar 63x  (Zeiss, Jena) 
  Plan‐Neofluar 100x  (Zeiss, Jena) 









Power Supply  Power Pac 300    (BioRad, München)   
Präzisionswaagen  TE1502S und TE153S‐DS  (Sartorius mechatronics, München) 
Reinstwasseranlage  Astacus BI µS MT  (MembraPure GmbH, Bodenheim) 
Röntgenröhre     MCN 165/796704  (Philips, Hamburg) 
  Isovolt Titan E    (GE, München) 
Sterilwerkbänke  Hera safe  (Thermo Scientific, Langenselbold) 
Tiefkühltruhe (‐80°C)    Hera freeze  (Thermo Scientific, Langenselbold) 
Tischzentrifugen  Heraeus Biofuge pico  (Kendro, Osterode) 
  5415C    (Eppendorf, Hamburg) 
Ultraschallstab   Sonopuls GM 70  (Bandelin, Berlin) 




Zählkammern     Neubauer‐improved  (Marienfeld GmbH &  CoKG, Lauda‐ 
Koenigshofen)     
3.1.2 Verbrauchsmaterial 
µ‐slide VI              (ibidi, München) 
6‐, 12‐, 24 und 96‐well Platten          (TPP, Trasadingen, CH und  
Greiner bio‐one, Frickenhausen) 
Deckgläser Ø 12 mm             (Roth, Karlsruhe) 
Drigalski‐Spatel              (Roth, Karlsruhe) 
Impföse              (Roth, Karlsruhe) 
Kryröhrchen Cellstar®, 5 ml           (Greiner bio‐one, Frickenhausen) 
Objektträger SuperFrost®, 76x26 mm         (Menzel‐Gläser, Braunschweig) 
Pasteurpipetten 150 mm           (Roth, Karlsruhe) 
Petrischalen              (Greiner bio‐one, Frickenhausen) 
Pipettenspitzen 10 µl, 20 µl, 1000 µl        (Sarstedt, Nümbrecht) 
Reagenzgläser              (Roth, Karlsruhe) 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml, 2 ml          (Roth, Karlsruhe) 
Rundbodenröhrchen BD Falcon™, 5 ml        (BD Biosciences, Heidelberg) 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2)        (TPP, Trasadingen, CH) 
Zellkulturschalen 8,8 cm2 und 21,5 cm2        (nunc, Langenselbold,  
 TPP, Trasadingen, CH)   
Zellkulturschalen, Ø 100x20 mm          (TPP, Trasadingen, CH) 











2‐Mercaptoethanol             (Sigma, Steinheim) 
10x PBS  Instamed‐Pulver          (Biochrom AG, Berlin)  
Aceton                (Roth, Karlsruhe) 
Agar‐Agar              (Roth, Karlsruhe) 
Agarose               (Roth, Karlsruhe) 
Aphidicolin 1 mg/ml            (Calbiochem/Merck, Darmstadt) 
APS (Ammoniumpersulfat)           (Roth, Karlsruhe) 
ATM‐Inhibitor              (Calbiochem/Merck, Darmstadt) 
Bacto‐Pepton              (BD Biosciences, Heidelberg) 
Bradford‐Reagenz            (Biorad, München) 
BrdU (5‐Brom‐2`‐desoxyuridin, 10 mg/ml) in PBS  (BD Pharmingen™, BD Biosciences, 
Heidelberg) 
Bromphenolblau            (Merck, Darmstadt) 
BSA (Bovine Serum Albumin)          (AppliChem, Darmstadt, PAA, Cölbe) 
Calciumchlorid              (Roth, Karlsruhe) 
DAPI (4’,6‐Diamidino‐2‐phenylindol‐dihydrochlorid,  
1 mg/ml) in MilliQ            (Sigma, Steinheim)   
DMSO (Dimethylsulfoxid)          (Roth, Karlsruhe) 
DNase, 1mg/ml in 50% Glycerin           (Roche, Mannheim) 
DNA‐PK‐Inhibitor (NU 7026)          (Tocris, Ellisville, USA) 
DTT (Dithiothreitol)             (Sigma, Steinheim) 
Dulbecco´s MEM Medium          (Biochrom AG, Berlin) 
EdU (5‐ethynyl‐2´‐deoxyuridin, 10 µM) 
 in DMSO, Click‐iT™ Kit            (Invitrogen, Karlsruhe)   
Effectene Transfection Reagent          (QIAGEN, Hilden) 
Elektroporations‐Lösung (Solution V)        (Lonza Cologne AG, Köln) 
Essigsäure              (Roth, Karlsruhe) 
Ethanol, reinst > 99,8%             (Applichem, Darmstadt) 
Ethanol, vergällt             (Roth, Karlsruhe) 
Ethidiumbromid, 10 mg/ml          (Roth, Karlsruhe) 
FCS (Fötales Kälberserum)           (Biochrom AG, Berlin) 
Flow‐Check™Fluorospheres          (Beckman Coulter, Krefeld) 
Formaldehyd, 37%             (Roth, Karlsruhe) 
Glycerin              (Roth, Karlsruhe) 
Glycin                 (Sigma, Steinheim) 
Hefe‐Extrakt              (Roth, Karlsruhe) 
HiMark™Prestained HMW Protein Standard      (Millipore GmbH, Schwalbach) 
Image‐iT™ FX Signal Enhancer          (Invitrogen, Karlsruhe) 




Kaliumacetat              (Sigma, Steinheim) 
Kaliumhydroxid              (Roth, Karlsruhe) 
Kristallviolett              (Sigma, Steinheim) 
Magermilchpulver             (Roth, Karlsruhe) 
Manganchlorid              (Roth, Karlsruhe) 
Methanol              (Roth, Karlsruhe) 
Minimal Essential Medium (MEM) Earle         (Biochrom AG, Berlin) 
MOPS (3‐(N‐Morpholino)‐propansulfonsäure)      (Sigma, Steinheim) 
Mounting Medium, Vectashield®   (Vector Laboratories, Burlingame, 
USA) 
NaCl (Natriumchlorid)            (Roth, Karlsruhe) 
Natrium‐Tetraborat‐Decahydrat          (Roth, Karlsruhe) 
Nocodazol, 500 µg/ml in DMSO          (Sigma, Steinheim) 
Non‐essential amino acids (NEAA)        (Biochrom AG, Berlin) 
Penicillin‐Streptomycin  (100 units/ml Penicillin,       (Biochrom AG, Berlin) 
        0,1 mg/ml Streptomycin) 
Ponceau S               (Sigma, Steinheim) 
Propidiumiodid              (Fluka Chemika AG, Buchs, CH) 
RNaseA, 10mg/ml in PBS, hitzeinaktiviert       (Sigma, Steinheim) 
Rotiphorese®Gel 30            (Roth, Karlsruhe) 
RPMI 1640 Medium            (Biochrom AG, Berlin) 
Rubidiumchlorid            (Sigma, Steinheim) 
Salzsäure, 37% (10 M, 2 M)           (Roth, Karlsruhe) 
SDS (Natriumdodecylsulfat)          (Merck, Darmstadt) 
Silikon Öl AR200             (Fluka Chemika AG, Buchs, CH) 
TEMED (N,N,N´,N´‐Tetramethylethylendiamin      (Roth, Karlsruhe) 
Tris (Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan)      (Roth, Karlsruhe) 
Triton X‐100               (Roth, Karlsruhe) 


















5x Laemmli‐Probenpuffer          300 nM Tris/HCL pH 6,8 
                10 % SDS 
                25 % 2‐Mercaptoethanol 
                50 % Glycerin 
                0,02 % Bromphenolblau 
 
5x Running Buffer            0,25 M Tris 
                1,92 M Glycin     
       
 5% BSA‐Lösung  in 1x PBS/1 % FCS        5 g BSA 
100 ml 1x PBS/1 % FCS 
 








Blotpuffer für SDS‐PAGE           200 ml Running Buffer (5x) 
                600 ml H2O bidest   
                200 ml MetOH   

















Ethidiumbromid‐Färbebad           1 μg/ml Ehtidiumbromid 
in 0,5x TBE 
Gellösung B               1,5 M Tris/HCl pH 8,8 
14 mM SDS 
 
Gellösung C               495 mM Tris/HCl pH 6,8 
14 mM SDS 
 









Laufpuffer für SDS‐PAGE           200 ml Running Buffer (5x) 
                800 ml H2O bidest 
                   10 ml 10 % SDS 
 
Lysepuffer             50 mM Tris/HCl pH 8,0   
                  150 mM NaCl   
          0,5 % Natriumdesoxycholat 
           1 % Triton X‐100 




Natrium‐Tetraborat‐Decahydrat          3,81 g in 100 ml MilliQ, pH 8,5 
PonceauS               0,5 % PonceauS (w/v) 
in 1 % Essigsäure 
 
Propidiumiodid‐Lösung            0,1 mg/ml in 1x PBS 
 




Transferpuffer (1x)            20 mM Tris/HCl pH 8,3 
150 mM Glycin 





anti‐53BP1, rabbit, polyclonal, IgG 0,1 ml       (Biomol, Hamburg) 
anti‐ATM, mouse, monoclonal          (Abcam, Cambridge, UK) 
anti‐ATR, rabbit, polyclonal          (Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg) 















Alexa Fluor®488 goat‐anti‐rabbit IgG         (Invitrogen, Karlsruhe) 
Alexa Fluor®488 goat‐anti‐mouse IgG         (Invitrogen, Karlsruhe) 
Alexa Fluor®594 goat‐anti‐rabbit IgG         (Invitrogen, Karlsruhe) 
Alexa Fluor®594 goat‐anti‐mouse IgG         (Invitrogen, Karlsruhe) 
Alexa Fluor®647 goat‐anti‐mouse IgG         (Invitrogen, Karlsruhe) 
3.3.3 Plasmide 
GFP‐53BP1 
Der GFP‐gekoppelte Reparaturfakor 53BP1 wurde  freundlicherweise  von Claudia  Lukas  zur Verfügung 





Amaxa®Cell Line Nucleofector® Kit V und R      (Lonza Cologne AG, Köln) 
Click‐iT™ EdU Alexa Fluor®549 Imaging Kit       (Invitrogen, Karlsruhe) 
Lumilight‐Kit               (Roche, Mannheim) 
Nucleobond AX PC500            (Macherey‐Nagel, Düren) 
peqGold Plasmid Miniprep Kit II  (peqLab Biotechnologie GmbH, 
 Erlangen) 
QIAprep®Spin Miniprep Kit (50)          (QIAGEN, Hilden) 
QIAquick®Gel Extraction Kit (50)          (QIAGEN, Hilden) 
QIAquick®PCR Purifcation Kit (50)        (QIAGEN, Hilden) 
3.5 Antibiotika 
Ampicillin              (Serva, Heidelberg)   
G418                (Calbiochem/Merck, Darmstadt) 
Kanamycin              (Roth, Karlsruhe) 
Plasmocin               (Lonza Cologne AG, Köln) 







ACDsee 9 Foto Manager            (ACD Systems International Inc.,  
Victoria, CDN) 
Axiovision              (Zeiss, Jena)  
Cell Quest              (Becton Dickinson, Heidelberg) 
CorelDRAW Graphics Suite X3          (Corel Corporation, Ottawa, Canada) 
CXP Analysis              (Beckman Coulter, Krefeld) 
Image J                (National Institutes of Health,  
Bethesda, USA) 












supE44  thi‐1  gyrA96  relA1,  lac  recB  recJ  sbcC 










































Ampicillin  100 100 H2O
Kanamycin    30  30 H2O



































































Medium  hinzugefügt,  der  Ansatz  in  Glasröhrchen  überführt  und  für  1 h  bei  37°C  schüttelnd 
inkubiert. Der im Glasröhrchen befindliche Ansatz wurde komplett in ein Reaktionsgefäß überführt, 


















pellet  in  250 µl  Puffer  P1  aufgenommen  und  in  ein Reaktionsgefäß  überführt. Nach  Zugabe  von 
250 µl Puffer P2 wurde das Reaktionsgefäß zur Durchmischung der Komponenten 4 bis 6 Mal inver‐
tiert und anschließend 350 µl Puffer N3 zupipettiert. Nach 4‐ bis 6‐maligem Invertieren des Reakti‐
onsgefäßes wurde  das  Lysat  bei  17900xg  für  10 min  abzentrifugiert  und  der Überstand  auf  eine 




1,5 ml Reaktionsgefäß  gestellt und das  Plasmid durch  Zugabe  von  20 µl bis  50 µl  Puffer  EB oder 
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Für  die  Plasmidisolierung wurden  Zellen  einer  200 ml ÜN‐Kultur  in  LB‐Medium  verwendet. Nach 
dem Abzentrifugieren (5000xg für 10 min bei 4°C) wurde das erhaltene Bakterienpellet vorsichtig in 
12 ml stets kühl gehaltenem Puffer S1 resuspendiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 12 ml 









































(Komplexbildung mit  Proteinen)  und  einer Verschiebung  des Absorptionsmaximums  auf  595 nm. 
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Komplexbildung wird gegen den ungebundenen 




















































































Zur Überprüfung  der  Proteinübertragung wurde  die Membran mit  Ponceau  S  gefärbt. Nach  an‐
schließender  Entfärbung  in  einem  Wasserbad  wurde  die  Membran  1 h  bei  4°C  in  Blockpuffer 
inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern. Nach zwei Waschschritten von 
je 10 min mit TBS‐T schloss sich die Inkubation der Membran mit der primären Antikörperlösung für 




schritten mit TBS‐T  für  je 10 min durch ein Chemilumineszenz‐Reagenz  (Lumilight Kit, Roche). Die 
Komponenten Luminol und Enhancer‐Lösung wurden kurz vor Verwendung nach Angaben des Her‐


































der humanen Telomerase  stabil exprimiert  (Dai et al., 2003). Die Zellen  zeigen eine  verminderte 
Fähigkeit bei der V(D)J‐Rekombination, sind sehr strahlenempfindlich und haben einen Defekt in der 



























wurden  anschließend  in  vorgewärmtem Medium  (37°C)  aufgenommen,  je nach  Zellline  in  einem 
entsprechendem Verhältnis gesplittet und in frische Zellkulturgefäße überführt.  
Für Experimente mit dem Live Cell Imaging‐Verfahren (siehe Kapitel 3.12.4) wurden 8x103‐1x104 82‐
6hTert‐Zellen  in  30 µl Medium  in  einem  Kanal  eines  µ‐Slides  VI  (ibidi)  ausgesät.  In  die  beiden 
Mediumreservoirs rechts und  links des Kanals wurden 50 µl Medium pipettiert und die Oberfläche 
zum  Schutz  gegen Verdunstung mit  einem  Tropfen  Silikonöl überschichtet. Das µ‐slide VI wurde 
anschließend im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 
Für Immunfluoreszenz‐Experimente wurden die Zellen  in 60 mm Zellkulturschalen auf runde Deck‐












ܼ݈݈݁݁݊ ݌ݎ݋ ݈݉ ൌ
ܣ݊ݖ݄݈ܽ ܼ݈݈݁݁݊









gen  in der  Zellkulturflasche  abtrypsiniert  (siehe 3.10.2) und  in  Zellkultur‐Medium  aufgenommen. 
Mittels Neubauer‐Zählkammer wurde die genaue Zellzahl bestimmt und die Zellsuspension bei 4°C 
und 300xg  für 10 min  abzentrifugiert. Die pro Kryoröhrchen einzufrierende  Zellmenge  sollte  zwi‐
schen  1x106  und  2x106  Zellen  liegen.  Die  Zellen  wurden  in  0,9 ml  kaltem  Kulturmedium 
resuspendiert und auf Eis gestellt. Zu dieser Zellsuspension wurde nochmals die gleiche Menge an 




durchmischt  und  in  ein  1,8 ml  Kryoröhrchen  überführt.  Die  Kryoröhrchen  wurden  in  einer 

















lungen  geht  die  transfizierte  DNA  wieder  verloren.  Im  Gegensatz  dazu  wird  bei  einer  stabilen 
Transfektion die DNA in die chromosomale DNA der Zelle integriert. 
3.10.6.1 Chemische Transfektion mit Effectene Transfektions‐Reagenz (QIAGEN) 
Die  von der  Firma QIAGEN entwickelte Methode beruht  auf dem Prinzip  Liposomen‐vermittelter 
Transfektionstechnik.  Die  im  Kit  enthaltene  Komponente  Effectene  ist  aus  nicht  liposomalen 
polykationischen Lipiden zusammengesetzt und in der Lage, Mizellen zu bilden. Die positiv geladene 






















rischen  Impuls, bei dem  sich die Membranporen des Zellkerns öffnen, direkt  in den Zellkern und 
man ist nicht auf sich teilende Zellen wie bei anderen Techniken, z.B. der chemischen Transfektion, 


















Zur  Transfektion wurden die  Zellen mit PBS  gewaschen,  abtrypsiniert,  in Medium  aufgenommen 
und 1,5x106 Zellen in ein Falcon‐Zentrifugenröhrchen überführt und bei Raumtemperatur und 90xg 
für 10 min abzentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden 3 µg der zu transfizierenden Plasmide (RFP‐
LigaseI  oder  RFP‐LigaseI  zusammen  mit  GFP‐53BP1  im  Verhältnis  1:3)  in  ein  Reaktionsgefäß 
pipettiert. Ebenfalls wurde 500 µl RPMI‐Medium ohne Zusätze  in einem Reaktionsgefäß vorgelegt, 
um  darin  Zellen  nach  der  Elektroporation  für  30 min  zu  inkubieren. Die Nucleofector  Solution  V 
wurde auf Raumtemperatur erwärmt. Nach Abzentrifugieren der Zellen wurde das überstehende 
















einem Abstand  zur  Strahlungsquelle  von  30 cm. Bei der Röntgenröhre  Isovolt  Titan  E  betrug die 
Dosisleistung bei gleicher Einstellung und gleichem Abstand zur Quelle 3,0348 Gy/min. Zur Filterung 
der  Strahlung wurden die  Zellen  auf  einer  1 mm  dicken Aluminiumplatte platziert und  auf  einer 





einer  Atomzahl  Z  von  14.  Die  Anzahl  der  bei  der  Bestrahlung  enstehenden  Sekundärelektronen 





















biert  ATM‐abhängige  Protein‐Phosphorylierung  nach  ionisierender  Strahlung.  DNA‐PKi  wirkt  als 
spezifischer Inhibitor der katalytischen Untereinheit von DNA‐PK. 
Der ATMi  lag  in einer Stocklösung von 10 mM  in DMSO vor und wurde  in einer Konzentration von 
10 µM eingesetzt, der DNA‐PKi lag ebenfalls in einer Stocklösung von 10 mM in DMSO vor und wur‐




Mit Hilfe  von Überlebensexperimenten  (Cell  Survival Assays)  soll die Zahl proliferierender  Zellen, 
hier nach Bestrahlung mit UVC oder  IR,  gemessen werden. Puck und Marcus  entwickelten diese 
„einfache, schnelle Methode des Wachstums von einzelnen Säugerzellen zu makroskopischen Kolo‐
nien…“  (Puck und Marcus, 1956)  in Anlehnung an Plattierungsverfahren  von Mikrobiologen oder 
Plaque‐Tests aus der Virologie. Die Ermittlung des klonogenen Zellüberlebens gilt als methodischer 
„Goldstandard“ für Experimente in der Strahlenbiologie. 










6hTert und  F02‐98hTert‐Zellen betrug 11 Tage. Die Kolonien wurden  in einem  Schritt  fixiert und  





























primären Antikörpern nachgewiesen werden, dessen  konstanter  Fc‐Teil wiederum  von einem  se‐
kundären Antikörper erkannt wird. Der  sekundäre Antikörper  ist mit einem Fluoreszenz‐Farbstoff 












Die Zellen wurden mit 100 % Methanol  für mindestens 30 min bei  ‐ 20°C  fixiert. Anschließend er‐
folgte die Permeabilisierung der  Zellen mit 100 % Aceton  für 1 min bei  ‐ 20°C. Bei der  alleinigen 
PCNA‐Immunfluoreszenz wurde  der  Permeabilisierungs‐Schritt  nicht  durchgeführt,  da  dies  inner‐







Die  Fixierung  erfolgte mit  einer  3,7 %‐igen  in  PBS  hergestellten  Formaldehyd‐Lösung. Die  Zellen 
wurden 10 min bei Raumtemperatur mit der Lösung überschichtet und anschließend 3 Mal 10 min 











Antikörper  Herkunft  Firma  Verdünnung 




anti‐53BP1   mouse  Upstate/Millipore  1:500 (1 h, RT) 
anti‐53BP1  rabbit  Biomol  1:1000 (ÜN, 4°C) 
anti‐CENP‐F  rabbit  Santa Cruz Biotechnology  1:500 (1 h, RT) 
anti‐PCNA  mouse  Santa Cruz Biotechnology  1:1000 (ÜN, 4°C) 
anti‐γ‐H2AX  mouse  Millipore  1:1000 (1 h, RT) 






























































Bei der  gleichzeitigen  Identifizierung  von  γ‐H2AX und einem weiteren Protein wurde eine Unter‐








Population  konnten  anhand  des Diagramms  ausgewählt  und  über  eine  Relokierungsfunktion  des 
Metafer‐Programms auf dem Deckglas gefunden und ausgewertet werden. 
3.11.2.3  γ‐H2AX‐Färbung 
Die  Färbung  gegen  γ‐H2AX  wurde  vor  allem  verwendet,  um  Kontrollexperimente,  wie  z.B. 
Reparaturkinetiken oder die Kolokalisation der Proteine auszuwerten. Sie erfolgte je nach Fragestel‐






Fluor®488 goat‐anti‐mouse  in einer Verdünnung von 1:500  in PBS/1 % FCS  für 1 h bei RT auf die 
Zellen gegeben und anschließend 3 Mal 10 min mit PBS gewaschen. 
Bei gleichzeitiger Färbung von GFP‐53BP1 transfizierten Zellen mit γ‐H2AX erfolgte die Färbung, wie 

























ren.  Anschließend  wurde  die  Focizahl  durch  die  erreichte  Zellzahl  dividiert,  um  die  Anzahl  an 




10 min  in  PBS/1 %  FCS  gewaschen  und  mit  den  primären  Antikörpern  anti‐PCNA  (mouse, 
monoclonal 1:1000  in PBS/1 % FCS) und anti‐53BP1  (rabbit, polyclonal 1:1000  in PBS/1 % FCS)  in 
einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 4 Mal 5 min 
in PBS/1 % FCS und 1 Mal 10 min in PBS gewaschen, bevor in einer feuchten Kammer die 1‐stündige 
Inkubation mit  den  sekundären Antikörpern Alexa  Fluor®594  goat‐anti‐mouse  (1:500  in  PBS/1 % 






























































gesamten  Versuchszeitraum  EdU  im Medium  befand,  akkumulierten  über  den  Versuchszeitraum 
































Eine einfache und  sensitive Methode, die Aufhebung des G1/S‐Checkpoints  in Zellen  zu untersu‐
chen,  ist die Doppelmarkierung der S‐Phase‐Zellen mit EdU und BrdU. Zwei Tage vor Beginn des 




















Vor der  Färbung wurden die  fixierten  Zellen 2 Mal 10 min mit PBS  gewaschen und  anschließend 























Zur  Untersuchung  der  Aufhebung  des  G1‐Checkpoints  mit  gleichzeitiger  Bewertung  des  DNA‐
Schadenslevels wurden  82‐6hTert‐Zellen  dreifach  gefärbt. Die Markierung mit  EdU  (5‐ethynyl‐2´‐




























markierungsansatzes  (siehe  Kapitel  3.12.2.4)  ohne  γ‐H2AX‐Färbung.  Aufgenommen  wurden  die 
Zellen mit dem DAPI‐Filter, um zwischen G1‐Phase‐Zellen mit einfachem DNA‐Gehalt und G2‐Phase‐






Zur  Bestimmung  der  Verteilung  von  Zellen  einer  Zellpopulation  innerhalb  des  Zellzyklus wurden 
durchflusszytometrische  Analysen  durchgeführt.  Die  Analyse  beruht  auf  der Messung  des  DNA‐
Gehaltes und den physikalischen  Eigenschaften  auf  Einzelzellebene  in  einer  Zellsuspension. Über 












G2/M‐Phase  einen Gehalt  von 4n erreicht. Bei der Auswertung mit der  Software Cell Quest/CXP 
Analysis können so die Peaks im Histogramm der G1‐Phase (Zellen mit einfachem DNA‐Gehalt), der 


































durch  Zugabe  von  20 μl  einer  FITC‐konjugierten  anti‐BrdU‐Antikörper‐Lösung  (BD)  30 min  bei  RT 
und Dunkelheit. Die  Zellen wurden nach  Zugabe  von 1 ml PBS/1 %  FCS  zentrifugiert  (300xg, 4°C, 


























Coupled‐Device  (CCD)‐Kamera  (CV‐M4+CL,  JAI) besteht. Mit Hilfe des  Scanning‐Tisches  von März‐
häuser  ist es möglich, Positionen auf einem Slide  reproduzierbar anzufahren, was vor allem nach 
Fixierung und anschließender Färbung von Zellen von Vorteil  ist. Dieses System wurde zusammen 































































































durch  die  Zellzyklus‐Progression  gehemmt wird.  Die Wichtigkeit  des  G1/S‐Checkpoints  ist  daran 
erkennbar, dass er  in entarteten Zellen dereguliert  ist und die Zellen  in den meisten Fällen keinen 
G1/S‐Checkpoint mehr aufweisen  (Kastan, 1991). Der G1/S‐Checkpoint gilt  im Zellzyklus als „Mas‐
ter‐Checkpoint“, der die genomische Stabilität der Zelle aufrecht erhält (Huang et al., 1996, Wahl et 











Im Rahmen dieser Arbeit  sollte  zur Charakterisierung des G1/S‐Checkpoints die Methode des  LCI 
etabliert werden. Mit  diesem  Verfahren  ist  es möglich,  einzelne  Zellen  lückenlos  über mehrere 
Stunden bis Tage zu verfolgen. In regelmäßigen Intervallen werden Bilder der Zellen an festgelegten 
Positionen  aufgenommen  und  zu  Filmen  zusammengesetzt,  die  schließlich  ausgewertet  werden 
können. Weiterhin ermöglicht die Transfektion der Zellen mit Plasmiden, bei denen ein zu untersu‐
chendes Zielprotein mit einem Fluorochrom gekoppelt ist, die Untersuchung des Verhaltens dieser 



































gen  z.B.  an  der  DNA  führen.  Um  Schäden  der  Zellen  bei  Durchlicht  (DL)‐  und  Auflicht  (AL)‐




standardmäßig  im  Durchlicht  ausgeführt.  Für  die  Aufnahme  des  RFP‐LigaseI‐Musters  der  Zellen 
wurde  grundsätzlich  eine Bildebene  eingestellt.  Zur Aufnahme der GFP‐53BP1‐Foci  in den  Zellen 
wurden zur besseren Detektion 3 Ebenen im Abstand von 900 µm gewählt. Die zeitlichen Abstände 












?   Mikroskop Axiovert 200M      ?   Steuer‐Rechner mit Programm Metafer 
?   Inkubator XL           ?   Scanning‐Tisch 
?   Lampe HXP 120        ?   zusätzl. CO2‐Kammer, darunter Plastikabdeckungen 
?   CO2‐controller          ?   µ‐slide VI 























Zur  Regulation  der  Temperatur wird  die  elektrische  Einheit  tempcontrol  37‐2  digital  (Pecon)  verwendet. Die  aktuelle, 
gemessene  Temperatur wird  auf  dem  Display  angezeigt,  gleichzeitig wird  über  eine  Regeleinrichtung  die  Temperatur 















derholt  aufgenommen werden,  der Verfahrbereich  (130 mm  x  100 mm)  ist  stufenlos  einstellbar. 
Durch  das Auswechseln  der  Einlegerahmen  können  sowohl Objektträger  als  auch  Schalen  fixiert 









über  einen  Zeitraum  von  einigen  Stunden  absanken,  bevor  die  Zellen wieder  ihre  ursprüngliche 
Teilungsgeschwindigkeit erreichten. 
Den Bezugspunkt bildeten unbehandelte, im Durchlicht aufgenommene U2OS‐Zellen. Unter optima‐
len  Kulturbedingungen wurde  eine  sich  gleichmäßig  teilende,  exponentiell wachsende  Zellkultur 
erwartet. Unter Beachtung aller  zuvor aufgeführten Maßnahmen ergab  sich  schließlich ein  kaum 
schwankender MI über einen  Zeitraum  von mehreren  Stunden. Die Untersuchung des MI wurde 
zusätzlich mit U2OS‐Zellen durchgeführt, welche stabil mit dem Konstrukt GFP‐53BP1, einem Mar‐
ker  für DSBs, transfiziert waren. Um das Konstrukt  in den Zellen sichtbar zu machen, musste eine 

























Exponentiell  wachsende  U2OS‐Zellen  wurden  mit 
RFP‐LigaseI  transfiziert  und  stündlich  im  LCI‐System 
mit Durchlicht und Auflicht (TxR‐Filter) aufgenommen. 
Durch die spezifische Verteilung des RFP‐gekoppelten 
Proteins  DNA‐LigaseI  kann  die  S‐Phase  in  lebenden 
Zellen bestimmt werden. Das  charakteristische Mus‐
ter des LigaseI‐Proteins wird während der Replikation 
sichtbar.  Hier  binden  LigaseI‐Proteine,  die  während 
der G1‐ und G2‐Phase diffus verteilt im Zellkern vorla‐
gen,  an  entstehende  Replikationsgabeln.  Durch  das 
sich  verändernde Muster  ist  zudem eine Unterschei‐
dung  in  frühe, mittlere  und  späte  S‐Phase möglich. 
Gezeigt  ist der Übergang einer Zelle  in der G1‐Phase, 
in  der  RFP‐LigaseI  noch  diffus  im  Zellkern  verteilt 
vorliegt,  zur  frühen  S‐Phase,  in  der  sich  das  LigaseI‐
Muster als kleine, über den gesamten Zellkern verteil‐
te  Punkte  zeigt.  Die  mittlere  S‐Phase  ist  dadurch 
gekennzeichnet,  dass  sich  die  LigaseI‐Foci  am  Rand 
des  Zellkerns und um die Nucleoli herum  anordnen, 
schließlich werden  sie  in  der  späten  S‐Phase  größer  









zunächst  chemisch  in U2OS‐Zellen  transfiziert  und  eine  stabil  RFP‐LigaseI  exprimierende  Zelllinie 














U2OS‐Zellen wurden mit  dem  Konstrukt  RFP‐LigaseI 
chemisch  transfiziert  oder  untransfiziert  belassen, 
24 h später in µ‐slides VI ausgesät und im Brutschrank 
48 h  inkubiert, bevor sie  in das LCI‐System überführt 
wurden.  Die  auf  37°C  temperierte  Inkubationskam‐
mer wurde mit 5 % CO2 begast. Von den Zellen wur‐
den in 100‐facher Vergrößerung mit UV‐Filter und 6 % 
Neutralfilter  im  Abstand  von  30 min  Bilder  mit  DL 
oder zusätzlich AL (TxR‐Filter, Belichtungszeit 700 ms) 
über  einen  Zeitraum  von  15 h  aufgenommen.  Die 
Mitosen von  jeweils 2 Bildern wurden  zusammenge‐





weitere  Kanäle mit RFP‐LigaseI  transfizierte U2OS‐Zellen  ausgesät und  zwei  Tage  im Brutschrank 
inkubiert. Nach Überführung des µ‐slides VI in das auf 37°C temperierte und mit 5 % CO2 gesättigte 
LCI‐System wurden über die Software Metafer (MetaSystems) Positionen definiert, welche in einem 




Zu Beginn der Aufnahmen  zeigten die Werte der behandelten und unbehandelten  Zellen  leichte 
Abweichungen  voneinander,  sie  lagen  für  die  nur mit  Durchlicht  beobachteten,  untransfizierten 







te das  Teilungsverhalten der Kultur, was  eine  gute Ausgangsposition  für die  folgenden Versuche 
darstellte.  
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Zeit nach Bestrahlung [h]
 0 Gy
 1 Gy

















































































konnten  keine weiteren  Zellen  aus der G1‐Phase  in die  S‐Phase  gelangen. Nach Bestrahlung der 






Mit dieser Versuchsanordnung  gelang  es prinzipiell, das  Einsetzen des G1/S‐Checkpoints nachzu‐
weisen. Eine Verzögerung des Einsetzens des G1/S‐Checkpoints war bei allen Dosen erkennbar. Das 
vollständige Einsetzen des Checkpoints nach etwa 6 h war allerdings schwach ausgeprägt. Tumor‐
zellen besitzen  generell unabhängig  vom p53‐Status  eine  verminderte  Fähigkeit,  einen G1‐Arrest 
nach  Bestrahlung  zu  aktivieren. Dies  zeigt  sich  konsistent mit  Beobachtungen,  dass  Tumorzellen 
Veränderungen  in Genen besitzen,  von denen  viele  an der  Zellzyklus‐Kontrolle während  der G1‐
Phase beteiligt  sind  (Syljuåsen  et al., 1999). Durch die  starke Proliferation der  Zellen  sind  in der 





Zellen  in Bezug auf das Einsetzen des G1/S‐Checkpoints  fragwürdig war, wurden  für die weiteren 
Untersuchungen  des  Checkpoints  hTert‐immortalisierte  Fibroblasten  (82‐6hTert)  ausgewählt.  Da 
primäre  humane  Fibroblasten  aufgrund  der  Verkürzung  ihrer  Telomere  bei  jeder  Teilung  nur  zu 
einer begrenzten Anzahl von Zellteilungen fähig sind, wurden die Zellen über Retroviren mit Vekto‐
ren  transfiziert,  welche  für  die  katalytische  Untereinheit  der  human  Telomerase  reverse 
transcriptase  (hTert) codieren  (Bodnar et al., 1998). Die Telomere dieser transfizierten Zellen sind 
verlängert,  die  Zellen  teilen  sich  verstärkt.  Die WT‐Zelllinie  82‐6hTert  besitzt, wie  auch  primäre 
Fibroblasten, alle Faktoren, Proteine und einen stabilen Karyotyp, um das vollständige Einsetzen des 
G1/S‐Checkpoints zu gewährleisten (Sharma et al., 2003). 
























Wie  nach  der  chemischen  Transfektion  von  U2OS‐Zellen  (Kapitel  4.1.1.2) wurde  auch  nach  der 
Elektroporation von 82‐6hTert‐Zellen der Einfluss der Transfektion auf das Teilungsvermögen der 
Zellen  überprüft. Hierzu wurden  in  einen  Kanal  eines µ‐slides VI untransfizierte  82‐6hTert‐Zellen 
und  in einen zweiten Kanal mit RFP‐LigaseI und GFP‐53BP1 transfizierte 82‐6hTert‐Zellen ausgesät 





Abb.  19:  Mitotischer  Index  von  transfizierten  82‐
6hTert‐Zellen  




System  überführt wurden.  Die  Inkubationskammer 
war auf 37°C temperiert und wurde mit 5 % CO2 be‐
gast. Von den Zellen wurden  in 100‐facher Vergrö‐
ßerung mit  UV‐Filter  und  6 %  Neutralfilter  im  Ab‐
stand  von 1 h Bilder mit DL und AL  (TxR‐Filter, Be‐
lichtungszeit  350 ms;  GFP‐Filter,  Belichtungszeit 
350 ms)  über  einen  Zeitraum  von  24 h  aufgenom‐
men. Die Mitosen eines Bildes ergaben den Mitoti‐




Der MI  der  untransfizierten  und  nur mit Durchlicht  aufgenommenen  82‐6hTert‐Zellen  lag  in  der 
ersten Stunde der Aufnahme bei 1,9 %. Im Laufe der 24 h dauernden Aufnahme stabilisierte sich der 
Wert  und  schwankte  leicht  zwischen  2 %  und  2,5 %.  Die  transfizierten  und mit  Durchlicht  und 





























Um  DSBs  in  lebenden  Zellen  über  GFP‐53BP1  verlässlich  quantifizieren  zu  können,  wurde  die 
Kolokalisation von GFP‐53BP1 mit den etablierten DSB‐Markern γ‐H2AX und 53BP1 verglichen. Die 
Histonvariante  des  H2A  wird  im  Bereich  von  mehr  als  einem  Megabasenpaar  um  einen  DSB 





Abb.  20:  Kolokalisation  von GFP‐53BP1,  γ‐H2AX‐  und 
53BP1‐Foci in der Immunfluoreszenz 
Gezeigt  sind  repräsentative  Aufnahmen  von mit  GFP‐
53BP1  transfizierten 82‐6hTert‐Zellen. Zur Überprüfung 
der Kolokalisation zwischen fixiertem GFP‐53BP1 (grün) 
und  γ‐H2AX  sowie  fixiertem  GFP‐53BP1  (grün)  und 
53BP1  wurden  exponentiell  wachsende  82‐6hTert‐
Zellen mit 1 Gy bestrahlt, nach 2 h fixiert und über eine 
Immunfluoreszenz‐Färbung  gegen  γ‐H2AX  (rot)  und 
53BP1  (rot) dargestellt.  Zusätzlich wurde eine Kernfär‐









der  82‐6hTert‐Zellen  beeinträchtigt,  wurden mit  GFP‐53BP1  transfizierte  und  nicht  transfizierte 
Zellen mit 1 Gy bestrahlt. Es erfolgte eine Zugabe von Aphidicolin zur Unterscheidung von G1‐, S‐ 
und G2‐Phase‐Zellen  im  Scanning‐Ansatz  (Beucher  et  al.,  2009). Durch  den  Polymerase‐Inhibitor 
Aphidicolin arretiert die Zelle während der Replikation  in der S‐Phase. Vermutlich erfolgt dadurch 
eine Aktivierung von ATR und ein Einsetzen der DNA‐Schadensantwort. H2AX wird in einem starken 












(Abb. 21).  So  konnte  einerseits  die  Kolokalisation  zwischen  53BP1  und  γ‐H2AX,  andererseits  die 
Reparaturkapazität von  transfizierten Zellen und untransfizierten Zellen gegenüber DSBs nach Be‐
strahlung untersucht werden.  
Abb. 21:  Reparaturkinetik  transfizierter  und  untrans‐
fizierter 82‐6hTert‐Zellen  
Exponentiell  wachsende  82‐6hTert‐Zellen  wurden  über 
Elektroporation mit dem Konstrukt GFP‐53BP1 transfiziert 
oder untransfiziert belassen. Die Zellen wurden 24 h nach 
Transfektion  in  µ‐slides  VI  ausgesät  und  48 h  im  Brut‐
schrank  inkubiert.  Nach  Bestrahlung  mit  1  Gy  wurde 
Aphidicolin  zu den  Zellen  gegeben, um bei der  späteren 
Auswertung  G1‐Phase,  S‐Phase  und  G2‐Phase  im  Scan‐
ning‐Ansatz unterscheiden zu können. Die  Immunfluores‐
zenz‐Färbung  erfolgte  nach  Fixierung  nach  Reparaturzei‐
ten  von  15 min,  2 h,  4 h,  6 h  und  8 h  in  untransfizierten 
Zellen  gegen  γ‐H2AX  und  53BP1,  in  mit  GFP‐53BP1 
transfizierten  Zellen  nur  gegen  γ‐H2AX. Die  Foci wurden 
mikroskopisch  in  je 40 G1‐Phase‐Zellen ausgewertet. Die 
Fehlerbalken  geben  die  Standardabweichung  zwischen  2 
unabhängigen Experimenten an.  
 
Der  Induktionswert  der γ‐H2AX‐  und  53BP1‐Foci  in  untransfizierten  82‐6hTert‐Zellen  lag  in  G1‐
Phase‐Zellen  bei  etwa  30  Foci. Der Reparaturverlauf über  8 h war  für beide DSB‐Marker  nahezu 
identisch. Beim letzten Reparaturzeitpunkt zeigten G1‐Phase‐Zellen einen Wert von 6 Foci pro Zelle. 
In mit GFP‐53BP1  transfizierten  82‐6hTert‐Zellen  lag  der  Induktionswert  für  γ‐H2AX  etwa  4  Foci 
unter dem Wert der untransfizierten Zellen. Bei Reparaturzeiten zwischen 2 h und 6 h war kein Un‐








Um  sicherzustellen,  dass  die  während  eines  LCI‐Experiments  gewählten  Aufnahmebedingungen 
keine zusätzlichen Foci induzieren oder Einfluss auf das Reparaturvermögen der Zellen haben, wur‐
de eine vollständige Reparaturkinetik mit GFP‐53BP1‐Foci ausgewertet. Die GFP‐53BP1‐Foci wurden 
















Zeit nach Bestrahlung [h]
 γ - H2AX untransfiziert
 53BP1 untransfiziert





















(B) 82‐6hTert‐Zellen wurden mit GFP‐53BP1  transfiziert, 24 h  später  in ein µ‐slide VI ausgesät und nach 48 h mit 1 Gy 
bestrahlt. 2 h nach Bestrahlung wurde das GFP‐53BP1‐Signal  in  lebenden Zellen an  festgelegten Positionen auf dem µ‐
slide VI  im LCI‐System  in 400‐facher Vergrößerung mit einer Belichtungszeit von 350 ms und 3 Ebenen  (900 µm) aufge‐
nommen, die Zellen danach  sofort  fixiert und gegen γ‐H2AX gefärbt. Die gleichen Positionen wurden nochmals einges‐
cannt und dabei das γ‐H2AX‐Signal über den TxR‐Filter unter den gleichen Bedingungen wie zuvor GFP‐53BP1 aufgenom‐












































































In  beiden  Fällen,  sowohl  bei  der  Auszählung  am  Bildschirm  als  auch  am Mikroskop,  nahm  die 
Focizahl über die Zeit nach Bestrahlung ab. Nach einer Reparaturzeit von 2 h lag der Wert bei 18‐20 
Foci, wobei  GFP‐53BP1‐Foci  am  niedrigsten,  53BP1‐Foci  am  höchsten  lagen. Diese  Tendenz war 
auch 4 h nach Bestrahlung noch vorhanden, die Fociwerte bewegten sich zwischen 13 und 15. Nach 





















































tiell wachsenden  Zellen  eines  Kanals mit  1 Gy  bestrahlt,  der  zweite  Kanal  blieb  unbestrahlt  und 
diente als Kontrolle. Die Zellen wurden anschließend weiter im LCI‐System inkubiert. Dabei wurden 
stündlich  Aufnahmen  über  einen  Zeitraum  von  30 h  in  400‐facher  Vergrößerung  sowohl  der 
unbestrahlten als auch der bestrahlten Zellen im Auflicht‐ und Durchlichtmodus angefertigt. Um die 
zeitliche  Regulation  des  G1/S‐Checkpoints  nach  IR  zu  untersuchen, wurden  in  44  unabhängigen 















RFP‐LigaseI  und  GFP‐53BP1  transfizierte  82‐6hTert‐Zellen 
wurden  in die Kanäle des µ‐slides VI ausgesät und 2 Tage 
im  Brutschrank  inkubiert.  Die  exponentiell  wachsenden 
Zellen wurden vor der Aufnahme  im  LCI‐System mit 1 Gy 
bestrahlt oder unbestrahlt belassen und  anschließend  im 
LCI‐System  mit  DL  und  AL  (TxR‐Filter,  Belichtungszeit 
350 ms)  stündlich  über  30 h  aufgenommen.  Die  von  der 
G1‐Phase  zur  S‐Phase  übertretenden  einzelnen  Zellen 
wurden  aufgrund  des  sich  ausbildenden  LigaseI‐Musters 
















Bebachtungzeitraums quantifiziert. Aufgrund der  geringen  Transfektionseffizienz  in den primären 
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Zeit, relativ zum Eintritt in die S-Phase [h]



















Zeit, relativ zum Eintritt in S-Phase [h]
          
     9,1 h - 12 h
     6,1 h - 9 h
     3,1 h - 6 h
        0 h - 3 h
     9,1 h - 12 h 
     6,1 h - 9 h
     3,1 h - 6 h
        0 h - 3 h
 
Abb. 26: Entwicklung der DSBs nach Bestrahlung mit 1 Gy in der G1‐Phase und beim Übergang zur S‐Phase 







































Abb.  27:  Anzahl  von GFP‐53BP1‐Foci  bei  S‐Phase‐
Eintritt der Zellen 
82‐6hTert‐Zellen  wurden mit  GFP‐53BP1  und  RFP‐
LigaseI transfiziert und über 24 h im LCI‐System auf‐




unterschiedlich  großen  Blasen  in  der  Darstellung 
geben  an,  wie  viele  Zellen  zu  einem  bestimmten 



















VI  ausgesät. Die  exponentiell wachsenden  Zellen wurden 
48 h  später mit  1 Gy  bestrahlt bzw.  unbestrahlt  belassen 
und  über  einen  Zeitraum  von  24 h  im  LCI‐System mit DL 
und AL  (TxR‐Filter, Belichtungszeit 350 ms, 1  Ebene, GFP‐
Filter,  Belichtungszeit  350 ms,  3  Ebenen mit  900 µm  Ab‐
stand) aufgenommen. In den Bildern wurden anschließend 
am  Bildschirm  die  GFP‐53BP1‐Foci  in  S‐Phase‐Zellen  ge‐
zählt.  Für diese Darstellung wurde die  Länge der  S‐Phase 
jeder einzelnen Zelle in Viertel aufgeteilt und die mittleren 
Fociwerte  errechnet.  Durch  diese  Normierung  sollte  der 
stark  variierenden Dauer unterschiedlicher  S‐Phase‐Zellen 







































































































Zeit nach S-Phase-Eintritt [h]




















Zeit nach S-Phase-Eintritt [h]
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Zeit nach S-Phase-Eintritt [h]
 0 Gy
 1 Gy  0 - 3 h
 1 Gy  3,1 - 6 h





























len  nach  Eintritt  in  die  S‐Phase  nach  Bestrahlung  in  der  G1‐Phase  keine  Verringerung  der  IR‐
induzierten Foci. Dieses Phänomen erweckte den Eindruck, dass  in der G1‐Phase  induzierte DSBs 
während der S‐Phase nicht repariert wurden. Es wäre aber auch möglich, dass sie repariert wurden 
und  in  den  bestrahlten  Zellen mehr  replikationsassoziierte  Foci  entstanden  als  in  unbestrahlten 










chung des Reparaturverhaltens  sind einzelne Foci durch  farbige Kreise markiert. Eine Farbe kennzeichnet dabei  immer 
denselben Focus, der durch die Zellzyklus‐Phasen verfolgt wird. Exemplarisch sind drei dieser Foci ausgewählt und mit den 






Foci, hier ein Focus  in blau markiert,  identifizieren. Zu späteren Zeitpunkten  in der S‐Phase kommen  immer mehr nicht‐
strahlungsabhängige Foci hinzu, was besonders gut ab Stunde 13 nach Bestrahlung zu erkennen ist, z.B. „violett“ markier‐
































Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]



















Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]
 
C                        > 6 h 



















Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]
 IR-induzierte Foci 1 Gy
 Replikationsassoziierte Foci 1 Gy
















möglicherweise  replikationsassoziierter  Foci  beobachtet werden,  denn  die  Enstehung  neuer  Foci 






Die Gruppe  der  Zellen, die  zwischen  0 h  und  3 h  nach Bestrahlung  in die  S‐Phase  eintrat,  zeigte 












Durch  die  Inhibierung  von  DNA‐PK  fehlte  somit  eine  wichtige  Komponente  in  der  DNA‐DSB‐
Reparatur. Sollten die Foci auch nach Zugabe des  Inhibitors verschwinden, würden die strahlenin‐
duzierten  Foci  nicht  repariert,  sondern  ein  technisches  Problem  bei  der  Aufnahme  bzw.  die 





Nach Bestrahlung der  Zellen mit einer Dosis  von 0,5 Gy wurden  zwischen 4 und 6  Foci  induziert 
(Abb. 32).  Im Verlauf des Versuchs konnte keine Verringerung der  IR‐induzierten Foci beobachtet 
werden. Dies war selbst dann nicht der Fall, als die Zellen  in die S‐Phase progressierten. Das Ver‐


































Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]


















Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]
 
C                                    > 6 h 


















Zeit nach Eintritt in die S-Phase [h]
 IR-induzierte Foci 1 Gy
 Replikationsassoziierte Foci 1 Gy






























deuten einen  langsam einsetzenden Checkpoint an, der  in den ersten  Stunden nach Bestrahlung 
von Zellen mit einer großen Anzahl von DSBs überwunden wird. Um diese Ergebnisse zu überprüfen 






















erhöhter  Radiosensitivität.  Cernunnos/XLF  interagiert  bei  der  Induktion  von  DSBs  mit  dem 
XRCC4/DNA  Ligase  IV‐Komplex  und  aktiviert  diesen.  Der  Komplex  ist  für  den  abschließenden 
Ligationsschritt  im NHEJ  verantwortlich  (Yano  et  al.,  2009). Mit  der  Verwendung  dieser  Zelllinie 
sollte erreicht werden, dass DSBs nach Bestrahlung nicht bzw. sehr  langsam repariert werden und 
ein hohes Schadenslevel über einen  langen Zeitraum aufrecht erhalten bleibt. Somit konnten Aus‐





Für  die  Betrachtung  des  Zellzyklusverhaltens  mittels  Durchflusszytometrie  wurden  exponentiell 
wachsende  Zellen  zunächst  1 h  mit  5‐Brom‐2`‐desoxyuridin  (BrdU)  pulsmarkiert.  BrdU  ist  ein 
Thymidinanalogon und wird während  der Replikation  statt des  Thymidins  in die DNA  eingebaut. 
Nach Detektion des BrdUs mit spezifischen Antikörpern  in  fixierten Zellen konnten Zellen  identifi‐
ziert werden, die sich zum Zeitpunkt der Markierung in der Replikationsphase (S‐Phase) des Zellzyk‐





werden, dass nach  längeren Reparaturzeiten  in der G2‐Phase bestrahlte Zellen über die Mitose  in 
die G1‐Phase gelangen und sich mit den in der G1‐Phase bestrahlten Zellen mischen. Nach Repara‐
turzeiten von 2 h bis 16 h wurden bestrahlte und unbestrahlte Proben in Intervallen von 2 h fixiert 






























war das  Fenster der BrdU‐negativen  S‐Phase‐Zellen  gefüllt, die Zellen progressierten  gleichmäßig 
von der G1‐ durch die S‐ in die G2‐Phase. Nach 16 h nahm der Anteil der S‐Phase‐Zellen ab, da aktiv 






Checkpoint  festgehalten  wurden  und  nicht  mehr  in  die  S‐Phase  eintreten  konnten.  Zusätzlich 
progressierten Zellen, die  sich noch  in der S‐Phase befunden hatten, weiter  in die G2‐Phase, wo‐
durch  sich  nach  10 h  kaum  Zellen  im  Fenster  der  BrdU‐negativen  S‐Phase  Population  befanden. 














ben. Mit steigender Dosis konnte  innerhalb der ersten 6 h nach Bestrahlung  lediglich eine  leichte 
Verlangsamung  des  S‐Phase‐Eintritts  feststellt werden,  zum  Zeitpunkt  6 h  lagen  die  Proben  zwi‐










Einsetzens  des  Checkpoints  zu  haben. Durch  den  erneuten Anstieg  der  BrdU‐negativen  S‐Phase‐
Zellen nach unterschiedlichen Zeiten wurde das Aufheben des G1/S‐Checkpoints angezeigt. Aller‐
dings schien sich die Dauer des G1‐Arrestes mit der Dosis zu erhöhen.  
A                B 



































































schließend  wurden  die  82‐6hTert‐Zellen  mit  0,5 Gy,  1 Gy,  2 Gy  oder  5 Gy  bestrahlt  bzw.  unbestrahlt  belassen  und 
Nocodazol  zugegeben.  Die  2BNhTert‐Zellen  wurden  mit  0,2 Gy,  0,3 Gy,  0,5 Gy  und  1 Gy  bestrahlt  oder  ebenfalls 
unbestrahlt belassen und Nocodazol  zugegeben. Nach Reparaturzeiten von 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h, 14 h und 16 h 
wurden  die  Zellen  fixiert  und  der  Anteil  der  BrdU‐negativen  S‐Phase‐Zellen  an  der  gesamten  Zellpopulation 










der  Bestrahlung  erkennbar  (Beucher  et  al.,  2009),  dennoch  zeigten  sie wie  auch  die  82‐6hTert‐
Zellen während der ersten 6 h nach Bestrahlung einen stetigen Anstieg der BrdU‐negativen S‐Phase‐
Zellen. Aufgrund einer geringeren Proliferationsrate waren die Anteile der in die S‐Phase eintreten‐
den  Zellen  geringer  als bei 82‐6hTert‐Zellen. Die Bestrahlung  führte  lediglich  zu  einer Verlangsa‐




























während  der DNA‐Replikation,  dient  als  „loading  Plattform“  für  Proteine  der DNA‐Synthese  und 
verhindert  deren  Dissoziation  vom  DNA‐Strang.  Die  Replikation  von  zunächst  Euchromatin  und 



























Exponentiell wachsende  82‐6hTert‐Zellen wurden  für  15 min mit BrdU puls‐
markiert. Die Zellen wurden anschließend fixiert und es erfolgte eine Immun‐
fluoreszenz‐Färbung  von  PCNA  (rot)  und  BrdU  (grün).  Zudem  wurde  eine 








die  Zeit  nach  Bestrahlung  quantifiziert  (Abb.  36).  Der  Ausgangswert  bei  bestrahlten  und 
unbestrahlten Proben lag zwischen 14 % und 16 % PCNA‐positive Zellen. Hierin zeigt sich ein Unter‐
schied  zur  Durchflusszytometrie  zum  Zeitpunkt  0 h,  denn  bei  der  Quantifizierung  der  PCNA‐
positiven Zellen wurden alle S‐Phase‐Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten berücksichtigt und 










Abb.  36: Quantifizierung  von  S‐Phase‐Zellen  anhand 
des PCNA‐Musters 
Exponentiell wachsende 82‐6hTert‐Zellen wurden mit 
0,5 Gy,  1 Gy,  2 Gy  oder  5 Gy  bestrahlt,  anschließend 
wurde Nocodazol zugegeben. Nach 0 h bis 16 h Repa‐
raturzeit wurden die Zellen fixiert und eine Immunflu‐
oreszenz‐Färbung  gegen  PCNA  als  S‐Phase‐Marker 
durchgeführt.  Anschließend  wurde  der  Anteil  der 
PCNA‐positiven  S‐Phase‐Zellen  an  der  gesamten  Zell‐



















































Abb.  37:  Darstellung  des  PCNA‐Musters 






wurden  fixiert und  es  erfolgte  eine  Immun‐
fluoreszenz‐Färbung  gegen  PCNA  (rot)  und 
eine  unspezifische  Kernfärbung  mit  DAPI 
(blau).  In  Zellen  außerhalb  der  S‐Phase  lag 
das  Protein  im  gesamten  Zellkern  verteilt 
vor. Während  der  frühen  S‐Phase  akkumu‐
lierte  PCNA  an  Orten  der  DNA‐Replikation. 
Durch Replikation des gesamten Genoms  im 
Verlauf der S‐Phase änderte sich das Muster 
der  PCNA‐Verteilung.  Die  mittlere  S‐Phase 
war  gekennzeichnet  durch  Verlagerung  der 











bereits  4 h  nach  Bestrahlung  zu  erkennen.  Eine  signifikante  Verringerung  der mittleren  S‐Phase 










































          0,5 Gy               1 Gy 

























Zeit nach Bestrahlung [h]

























Zeit nach Bestrahlung [h]
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Zeit nach Bestrahlung [h]













































Mit  beiden  zuvor  vorgestellten Methoden  der  Durchflusszytometrie  und  der  Immunfluoreszenz‐
Mikroskopie von PCNA‐gefärbten Zellen konnte das Einsetzen des G1/S‐Checkpoints auf 6 h bzw. 
4 h nach Bestrahlung festgelegt und ein dosisabhängiges Aufheben des G1/S‐Checkpoints beobach‐






Immunfluoreszenz‐Färbung. Um  ebenso wie  bei  der Durchflusszytometrie  Zellen  auszuschließen, 
die sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung  in der S‐Phase befanden, wurde 30 min vor Bestrahlung 5‐




Färbung  von  EdU  und  BrdU wurden  die  fixierten  Zellen  auf  den  Deckgläschen mittels  des  Pro‐




































Abb.  40:  G1/S‐Checkpoint  Messung  mittels 
EdU/BrdU‐Doppelmarkierung 
Exponentiell wachsende  82‐6hTert‐Zellen wurden mit 
0,5 Gy,  1 Gy  und  2  Gy  bzw.  0,2 Gy,  0,5 Gy  und  1 Gy 
bestrahlt,  eine  unbestrahlte  Kontrolle  wurde  mitge‐
führt.  Anschließend  wurde  Nocodazol  zu  den  Zellen 
gegeben. Aufgetragen wurde der Anteil BrdU‐positiver 


















Höhe  der  Bestrahlung, wobei  eine  höhere  Bestrahlung  zu  einem  längeren Arrest  führte  und  die 
Dauer des Arrests abhängig vom Schadenslevel zu sein schien. 
4.3 Beurteilung des Schadenslevels in der frühen S‐Phase 
Der G1/S‐Checkpoint setzt nur  langsam ein und selbst nach Bestrahlung mit höheren Dosen  ist  le‐
































strahlung  hinweg  im Medium  und  wurde  erst  2 h  vor  Fixierung  durch  BrdU  ersetzt.  Die  EdU‐








B       G1‐Phase                    frühe S‐Phase 































































































Die überraschenden Ergebnisse über das  langsame Einsetzen des G1/S‐Checkpoints nach  IR  ließen 
darauf  schließen,  dass  das  über  die  Kinase  ATM  (Ataxia  Telangiectasia  Mutated)  ablaufende 
Signaling nach DSB‐Induktion nicht  sehr  schnell  zu  sein  scheint.  In unserer Arbeitsgruppe wurde 




ziehen, oder ob das  langsame  Einsetzen des Checkpoints  ein  generelles Phänomen darstellt.  Für 
eine Modifizierung  des  Signals wurde  die  Bestrahlung mit  ultraviolettem  (UV)  Licht  bei  254 nm 







entsprechenden  DNA‐Abschnitt  kommt,  diese  Bereiche werden  von  RPA  (Replication  Protein  A) 






gulation des G1/S‐Checkpoints beim Vergleich von UVC‐Bestrahlung  zu  IR ergeben und  inwiefern 
sich  das  Signaling  über ATM  bzw. ATR  unterscheidet. Weiterhin  sollte  die  Regulation  des G1/S‐
Checkpoints mit der des G2/M‐Checkpoints nach IR und UVC‐Bestrahlung verglichen werden. 
4.4.1 Überprüfung des Protein‐Status von ATM und ATR mittels Western Blot 
Für  die  nachfolgenden Untersuchungen wurden  die  hTert‐transfizierten  Zelllinien  82‐6hTert  und 
F02‐98hTert sowie die primäre humane, ATM‐defiziente Zelllinie AT7Bi gewählt. 
Die  Zelllinie  F02‐98hTert,  auch  bekannt  als  Seckel‐Zellen,  ist wie  82‐6hTert  eine  immortalisierte 





was  sich  auf  zellulärer  Ebene  in  einer  Beeinträchtigung  der  DNA‐Schadensantwort  auswirkt 
(O´Driscoll et al., 2003). AT7Bi  sind primäre humane Hautfibroblasten mit einem Defekt  im ATM‐
Gen, die von einem AT‐Patienten stammen. Auf zellulärer Ebene zeigt sich ein Fehlen von ATM  in 
einer verstärkten  chromosomalen  Instabilität und hoher Empfindlichkeit gegenüber  IR. Die Zellen 













Für  die  Gewinnung  der  Proteine  aus  82‐6hTert‐,  F02‐
98hTert‐  und  AT7Bi‐Zellen  wurden  die  entsprechenden 
Zelllinien in Zellkulturschalen ausgesät und 48 h inkubiert. 
Die Ernte der Zellen erfolgte durch Abschaben vom Boden 
der  Zellkulturschalen.  Nach  Zentrifugation  wurde  das 
Pellet  in  Lysepuffer aufgenommen und die  Zellen mittels 
Ultraschall  aufgebrochen. Von  jeder  Zelllinie wurde nach 
Konzentrationsbestimmung  (Bradford‐Test)  die  gleiche 
Menge  Protein  auf  ein  Polyacrylamid‐Gel  (7 %)  aufgetra‐
gen.  Nach  Auftrennung  im  Gel wurden  die  Proteine  auf 
eine  Nitrozellulose‐Membran  übertragen  und  mittels 



















Im weiteren  Verlauf  sollte  der G1/S‐Checkpoint  nach  Bestrahlung mit UVC  untersucht  und  nach 

























und  5 Gy  und  3 J/m2,  6 J/m2,  9 J/m2,  12 J/m2,  15 J/m2  und  30 J/m2  bestimmt  und  anhand  einer 
Survival Curve dargestellt. Exponentiell wachsende 82‐6hTert‐ und F02‐98hTert‐Zellen wurden mit 
Dosen von 0,5 Gy bis 5 Gy und Fluenzen zwischen 3 J/m2 und 30 J/m2 bestrahlt und anschließend in 
Zellkulturschalen  ausgesät. Dabei wurde die Anzahl der  auszusäenden  Zellen  für  jede Dosis oder 
Fluenz so gewählt, dass etwa 100 bis 300 Kolonien anwuchsen. Die Zellzahlen wurden in Vorversu‐
chen  ermittelt.  Sowohl  für 82‐6hTert  als  auch  für  F02‐98hTert betrug die Wachstumszeit bis  zur 
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samung  des  S‐Phase‐Eintritts  beobachtet werden. Ab  3 h  bei  82‐6hTert‐Zellen  bzw.  4 h  bei  F02‐
98hTert‐Zellen gingen die Werte der bestrahlten Proben in ein Plateau über. Dies ist darauf zurück‐
zuführen, dass der Checkpoint aktiviert wurde und keine Zellen mehr in die S‐Phase gelangten. Die 


































Zeit nach Bestrahlung [h]
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C                     F02‐98hTert                             D                  AT1BR 
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Zeit nach Bestrahlung [h]
 0 J/m2
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Zeit nach Bestrahlung [h]
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Zeit nach Bestrahlung [h]
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82‐6hTert‐Zellen  zeigten  bei  Bestrahlung  mit  3 J/m2  einen  ähnlich  starken  Anstieg  der  EdU‐
negativen und BrdU‐positiven Zellen wie die unbestrahlte Kontrolle (Abb. 46 A). Der Anstieg erfolg‐
te  kontinuierlich  auf mehr  als 40 % BrdU‐positiver  Zellen bis 10 h nach Bestrahlung. Wurden die 
Zellen mit 6 J/m2 bestrahlt, verringerte sich schon ab der ersten Stunde nach Bestrahlung der Anteil 













82‐6hTert.  Kurz  nach  Bestrahlung  zeigten  F02‐98hTert‐Zellen  ein  ähnliches  Verhalten  wie  WT‐
Zellen, nach  längeren Zeiten war allerdings ein massiverer Eintritt der Zellen  in die S‐Phase zu be‐











Bestrahlung  mit  IR  unterscheidet.  Diese  Ergebnisse  sollten  mit  weiteren  Methoden,  hier  der 
Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 4.2.1), validiert werden.   
F02‐98hTert‐Zellen wurden in diesem Ansatz nicht verwendet, da alle bisherigen Ergebnisse zeigten, 
dass  sie  sich nach  IR den G1/S‐Checkpoint  betreffend  nicht  anders  als WT‐Zellen  verhielten.  Zu‐
nächst wurden 82‐6hTert‐ und AT7Bi‐Zellen 1 h mit BrdU markiert und mit 0,5 Gy, 1 Gy, 2 Gy und 
5 Gy bestrahlt oder unbestrahlt belassen. Danach  erfolgte die  Zugabe  von Nocodazol. Die  Zellen 
wurden  nach  Reparaturzeiten  von  2 h  bis  16 h  bzw.  bis  24 h  fixiert,  gefärbt  und  im  Durchfluss‐
zytometer vermessen.  


















A       82‐6hTert                                                B                         AT7Bi 





































































































A      82‐6hTert                                                 B       F02‐98hTert 
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zeigten  Effekte  von  in der G1‐Phase bestrahlten  Zellen  stammten. Nach Reparaturzeiten  von  2 h bis  24 h wurden die 
Zellen  fixiert,  gefärbt  und  der  Anteil  der  BrdU‐negativen  S‐Phase‐Zellen  an  der  gesamten  Zellpopulation 









22 % wesentlich  höher  als  bei  unbestrahlten  Zellen.  Danach  erfolgte  eine  stetige  Abnahme  der 
BrdU‐negativen S‐Phase‐Zellen auf 13 % nach 24 h. Wurden die Zellen mit 6 J/m2 bestrahlt, zeigte 
sich  eine Verzögerung,  ein Anstieg  BrdU‐negativer  S‐Phase‐Zellen  konnte  erst  ab  4 h  festgestellt 







begann  erst  6 h  nach Bestrahlung mit  einer  geringen  Rate. Nach  10 h wurde  ein Anteil  von  8 % 
BrdU‐negativer S‐Phase‐Zellen erreicht, gefolgt von einem Plateau. Danach erfolgte weiterhin ein 














ter Effekt. Die Zellen  treten nicht  in die S‐Phase ein. Zu  späteren Zeiten nach  IR  setzte der G1/S‐
Checkpoint voll ein, was bei UVC‐Bestrahlung nicht beobachtet werden konnte. 
Bei  genauerer Beobachtung  der DotPlots der Durchflusszytometrie  fiel  auf,  dass  Zellen nach Be‐
strahlung  langsamer  durch  die  S‐Phase  liefen  als  unbestrahlte  Zellen.  Bei  allen  Zelllinien 
progressierten die Zellen der unbestrahlten Kontrolle innerhalb von 6 h von der G1‐Phase durch die 

























B                        82‐6hTert      C          F02‐98hTert 














































































































































98hTert und AT7Bi  gemacht.  Zusätzlich  konnte beobachtet werden, dass diese  Zelllinien  im Ver‐
gleich zu 82‐6hTert bei höheren Fluenzen länger in der ersten Hälfte der S‐Phase festgehalten wur‐






Die  langsamere  Progression  der  Zellen  nach Bestrahlung  könnte  auf  die Aktivierung  von  Intra‐S‐
Phase‐Checkpoints zurückzuführen  sein. Dies  ist konsistent mit  früheren Arbeiten, welche zeigen, 
dass  durch  die  Bestrahlung mit UVC  Intra‐S‐Checkpoints  aktiviert werden,  im Gegensatz  zur  Be‐
strahlung mit IR (Heffernan et al., 2002, Ünsal‐Kacmaz et al., 2007). Hier kann erst bei hohen Dosen 
eine leichte Verlangsamung der Progression von Zellen durch die S‐Phase beobachtet werden. 
Nach Bestrahlung progressierten die  Zellen  langsamer durch die  S‐Phase und wurden bei hohen 


























Die  Zellen wurden durch  Serumentzug über 4 bis 5  Tage  in der G0/G1‐Phase  synchronisiert.  Zu‐
sammen mit FCS zur Stimulation der Zellen wurde EdU zur Markierung der S‐Phase und zu einem 
































A      82‐6hTert             B      F02‐98hTert 
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Zeit nach Bestrahlung [h]
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Zeit nach Bestrahlung [h]
 0 J/m2 mit ATMi
 0 J/m2 ohne ATMi
 6 J/m2 mit ATMi
 6 J/m2 ohne ATMi
 12 J/m2 mit ATMi
 12 J/m2 ohne ATMi
 
Abb. 50: Analyse des G1/S‐Checkpoints in synchronisierten Zellen nach UVC‐Bestrahlung und Zugabe von ATM‐Inhibitor 
























Anteil an der  Induktion des Checkpoints nach UVC‐Bestrahlung haben. Nach der  Inhibierung  von 










































































































den  sich Übersichtsbilder  im Anhang,  Kapitel  7  (Abb.  58). Bei  der Auswertung der Anzahl der  γ‐
H2AX‐Foci konnte kein deutlicher Unterschied zwischen unbestrahlten und mit 12 J/m2 bestrahlten 
G1‐Phase‐Zellen  festgestellt  werden.  Allerdings  entstand  nach  Bestrahlung  der  Zellen  ein 





13,7 %  und  16,6 %,  in  F02‐98hTert‐Zellen  bei  5,7 %.  Die  Anteile  von  Zellen  mit  starkem 
pannukleärem Signal lagen bei WT‐Zellen bei 3,5 %, bei AT7Bi‐Zellen bei 5,3 % und bei F02‐98hTert‐
Zellen bei 0,5 %. Nach gleicher Fluenz und einer  Inkubationszeit von 24 h veränderten sich die An‐
teile der Zellen  kaum.  In den ATR‐profizienten Zellen 82‐6hTert und AT7Bi  schien der Anteil  von 
Zellen mit pannukleärem Signal etwa drei Mal höher zu liegen, als in F02‐98hTert‐Zellen. Das nach 
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2004,  Zhao  et  al.,  2010).  Bei  Hanasoge  und  Ljungman  (2007)  dagegen  wurde  eine  H2AX‐
Phosphorylierung auch in nicht‐replizierenden Zellen der G1‐ und G2‐Phase gefunden. Zudem zeig‐
































 A             G1                   G1       



































B                             G2                                              G2 









































Auszählung von γ‐H2AX‐Foci  in G1‐Phase‐Zellen  (A und B) und G2‐Phase‐Zellen  (C und D) von 82‐6hTert‐, F02‐98hTert‐ 











98hTert  einen  schnell  einsetzenden  ATM‐abhängigen  G2/M‐Checkpoint.  Nach  UVC‐Bestrahlung 
schienen ATM und ATR beim Einsetzen des G2/M‐Checkpoints eine Rolle zu spielen. Da selbst nach 
















Zellen  im  Zellzyklus  vorantreiben,  zum  anderen  für  Tumorsuppressorproteine,  welche  v.a.  den 
Übergang von der G1‐Phase  in die S‐Phase oder von der G2‐Phase  in die Mitose kontrollieren. Die 
Mutation von Protoonkogenen zu Onkogenen kann zu einer Überexpression dieser Proteine führen, 













chemisch  bereits  gut  charakterisiert,  über  das  Zusammenspiel  zwischen  Zellzyklus‐Kontrolle  und 















zwar keine Mutationen und genomische Auffälligkeiten,  ihre Lebensdauer  ist  jedoch begrenzt und 
die  Proliferationsrate  niedrig.  Tumorzellen  oder  Zellen,  die  zur  Immortalisierung  z.B.  mit  SV40 
(Simian Virus 40)  transfiziert wurden, besitzen hingegen die  Fähigkeit,  sich unbegrenzt mit  einer 
hohen Proliferationsrate zu teilen. Allerdings zeigen solche Zellen oft Defekte in Genen, die für die 
Zellzyklusregulation  eine  Rolle  spielen,  und  scheiden  daher  für  Untersuchungen  des  G1/S‐





bezeichnet  wird  und  auf  der  Verkürzung  der  Telomere  beruht.  Diesem  Prozess  wird  durch  die 

















baut wurde. Auf  diese Weise  konnten  BrdU‐positive  Zellen  bei  der  späteren Auswertung  ausge‐
schlossen werden, da nur Zellen untersucht werden sollten, die  in der G1‐Phase des Zellzyklus be‐
strahlt  wurden.  Unbestrahlte  BrdU‐negative  G1‐Phase‐Zellen  progressierten  beständig  in  die  S‐
Phase, bis ein Gleichgewicht  zwischen ein‐ und austretenden Zellen erreicht war. Bestrahlte WT‐
Zellen zeigten  in den ersten 6 h nach Bestrahlung die gleiche kontinuierliche Progression  in die S‐

















Die Methode  der Durchflusszytometrie  besitzt  allerdings  den Nachteil,  dass  S‐Phase‐Zellen  über 
ihren DNA‐Gehalt von G1‐ und G2‐Phase abgegrenzt werden. Dies ist anhand der DotPlots erst nach 
einigen Stunden möglich, wenn die Zellen genügend DNA synthetisiert haben, um eindeutig von der 










unterschiedliche  zeitliche  Replikation  verschiedener  Chromatinregionen  und  somit Änderung  des 
Musters  im Verlauf der S‐Phase unterscheiden zu können (Abb. 37). Durch die Quantifizierung der 
frühen  S‐Phase‐Zellen  konnte  das  Einsetzen  des  G1‐Arrestes  schon  2 h  früher  als  bei  der 
durchflusszytometrischen Analyse, also nach 4 h, beobachtet werden. Eine leichte Verzögerung des 
S‐Phase‐Eintritts mit  zunehmender Dosis  konnte  ebenfalls  aufgezeigt werden. Bei diesem Ansatz 




reszenz‐Mikroskopie  sollte  sensitiver als die Durchflusszytometrie  sein, da Markierungen mit EdU 
und BrdU schon nach kurzen Einbauzeiten nachgewiesen werden können (Abb. 39). Die zusätzliche 








G1/S‐Übergangs  in  lebenden Zellen mittels  Live Cell  Imaging. Hierbei wurden  lebende Zellen mit 
dem Konstrukt RFP‐LigaseI transfiziert, wodurch bei Eintritt  in die S‐Phase ein spezifisches Muster 
wie auch bei der Färbung mit PCNA‐Antikörpern detektiert werden kann. PCNA dient bei der Repli‐
kation der DNA  als  loading‐Plattform, unter  anderem  auch  für die DNA‐LigaseI. DNA‐LigaseI  ver‐
knüpft bei der diskontinuierlichen DNA‐Replikation die Okazaki‐Fragmente. Beide Proteine befinden 
sich daher während der Replikation am  selben Ort. Bei dieser Methode wurde das Einsetzen des 
G1/S‐Checkpoints  nach  Bestrahlung mit  1 Gy  6 h  nach  Bestrahlung  beobachtet  (Abb.  25). Mögli‐










Das  in dieser Arbeit gemessene  langsame Einsetzen des G1/S‐Checkpoints  ist konsistent mit einer 
Beobachtung  von  Linke  et al.  (1997) die  sich  auf  eine Population humaner  Fibroblasten bezieht, 
welche  in  den  ersten  Stunden  nach  Bestrahlung  wie  unbestrahlte  Zellen  in  die  S‐Phase 
progressieren. Die Autoren  interpretieren dieses schnelle Übertreten  in die S‐Phase nach Bestrah‐
lung dahingehend, dass vorhandene DSBs schnell und effizient repariert wurden und die Zellen da‐











zens  des  G1/S‐Checkpoints  konnten  Gadbois  und  Lehnert  (1997)  nach  2 Gy  γ‐Bestrahlung  von 
Lungenfibroblasten festlegen. Die Zellen wurden hierbei ähnlich wie in dieser Arbeit mit BrdU mar‐
kiert  und  im  Durchflusszytometer  vermessen.  Konsistent mit  den  Beobachtungen  dieser  Arbeit 
konnte bereits 4 h nach Bestrahlung eine Verringerung der BrdU‐negativen S‐Phase, nach 6 h ein 









zyklus  zum  Zeitpunkt  der  Bestrahlung  bereits  passiert  hatten  und  zwangsläufig  in  die  S‐Phase 







nach  Bestrahlung  keiner  effektiven  Checkpoint‐Kontrolle  zu  unterliegen. Die Daten  dieser Arbeit 
zeigten in den ersten Stunden nach Bestrahlung nur eine leichte dosisabhängige Verlangsamung des 
S‐Phase‐Eintritts, aber keinen vollständigen Arrest.  
Parallel  zu dieser Arbeit wurden von unserem Partnerlabor  (P. A.  Jeggo, University of Sussex)  im 
Rahmen  derselben  Studie  Analysen  des G1/S‐Checkpoints  durchgeführt.  Zunächst wurde  in  ver‐
schiedenen  Experimenten  die  genetische  Abhängigkeit  der  schnellen  Schadensantwort  nach  Be‐
strahlung untersucht. Diese Studien wurden in durch Serumentzug in G0/G1 synchronisierten hTert‐
Fibroblasten durchgeführt. Zellen wurden 8,5 h nach Stimulation mit FCS, ca. 1,5 h vor Eintritt der 
Zellen  in  die  S‐Phase bestrahlt.  Zu  frühen  Zeiten wurde  eine dosisabhängige Verlangsamung der 
markierten S‐Phase‐Zellen mit anschließendem Checkpoint‐Arrest 10 h nach Bestrahlung gemessen. 
AT‐defiziente  Zellen  und  Zellen,  in  denen  Chk2  heruntereguliert war,  zeigten  hingegen  nach  Be‐
strahlung keine Verlangsamung. Dies deutet darauf hin, dass eine Abhängigkeit dieser frühen Scha‐
densantwort  von  ATM  besteht.  Durch  die  Herunterregulierung  von  p53  durch  siRNA  traten 








al.,  2001).  Cdc25A wird  vor  allem  in  der  späten G1‐Phase  exprimiert  und  entfernt  inhibierende 









Replikation nicht eingeleitet wird  (Deckbar et al., 2010). Die  initiale,  transiente DSB‐Antwort wird 
als  sehr  schnell beschrieben. Sie  führt  innerhalb von 20 bis 30 min  zur  Inhibierung von Cdk2 und 
dauert nur wenige Stunden an (Bartek und Lukas, 2001). Interessanterweise führt die schnelle Akti‐




Nach der  schnellen, p53‐unabhängigen  Schadensantwort  folgt ein  spätes,  vollständiges Einsetzen 
des Checkpoints. Im Rahmen dieses Projekts unseres Labors und des Partnerlabors von P. A. Jeggo 



























chen  zuvor genannten Bedingungen war dies nicht der  Fall. Nagasawa et al.  (1998)  stellten  fest, 
dass nicht nur der p53‐Status über das Einsetzen des G1/S‐Checkpoints, sondern auch die Herkunft 









liche Rolle der Checkpoints wird  generell darin  gesehen,  Zellen nach einer DSB‐Induktion  an der 



















vollständiges  Einsetzen  des  Checkpoints  in  der  vorliegenden Arbeit  jedoch  zwischen  4 h  und  6 h 
nach Bestrahlung beobachtet wurde, wäre es möglich, dass weitere Aktivierungsprozesse der nach‐








faktoren  zur  Transkription  von  S‐Phase‐Genen  zu  aktivieren.  So  wird  die  weitere  Zellzyklus‐
Proliferation verhindert (Mihara et al., 1989). Es wird deutlich, dass durch die nach der Aktivierung 
















Cdk2/CyclinE‐Komplex  die  Hyperphosphorylierung  von  pRb  verhindert  und  so  den  G1/S‐Arrest 






G1‐Phase  arretiert. Um  dieses Verhalten  der  Zellen  nachvollziehen  zu  können, wurden  zunächst 
biochemische Erklärungen für den Übergang der Zellen von der G1‐ in die S‐Phase gesucht. Bei Ver‐
folgung  einer  G1‐Phase‐Zelle  durch  den  Zellzyklus  kann  festgestellt werden,  dass  die Menge  an 
CyclinE/Cdk2  in der G1‐Phase kurz vor dem Übergang der Zellen  in die S‐Phase deutlich zunimmt. 
Sobald die Zellen  in die S‐Phase gelangt sind, nimmt CyclinE ab, stattdessen tritt vermehrt CyclinA 




Ein weiteres Protein, das  für die Progression der Zellen  in die S‐Phase von Bedeutung  ist,  ist pRb. 
Während der G1‐Phase liegt pRb hypophosphoryliert vor. Die initiale Phosphorylierung erfolgt wäh‐
rend  der  frühen  G1‐Phase.  Kurz  vor  dem  Übertritt  der  Zelle  in  die  S‐Phase  wird  pRb  durch 
CyclinE/Cdk2 hyperphosphoryliert, die Hyperphosphorylierung bleibt durch die gesamte S‐ und G2‐
Phase  erhalten  (De  Caprio  et  al.,  1992).  Der  Anteil  von  hypophosphoryliertem  zu 
hyperphosphoryliertem pRb erhöht sich 3 h nach Bestrahlung (Loignon und Drobetsky, 2002). Somit 
erscheint es möglich, dass Zellen, die gegen Ende der G1‐Phase bestrahlt werden und  zu diesem 













dert werden  können,  sobald  Ende der G1‐Phase  vermehrt CyclinE  vorliegt. Auch diese Annahme 








ten  im Zellzyklus  ist die Zelle vom Vorhandensein von Wachstumsfaktoren  (Mitogenen) abhängig. 
Fehlen diese Signale, erfolgt ein Zellzyklus‐Arrest  in der G1‐Phase. Allerdings werden Wachstums‐
faktoren während  der G1‐Phase  nur  bis  etwa  2‐3 h  vor  Eintritt  in  die  S‐Phase  benötigt  (Pardee, 
1974). Ab diesem Zeitpunkt, dem Restriction Point, exprimiert die Zelle Proteine, die den Eintritt in 
die S‐Phase vorbereiten und progressiert ohne die Stimulation mitogener Signale weiter  in die S‐
Phase. Es  ist bekannt, dass  sich  sogenannte prereplicative  complexes  (pre‐RC) bilden, welche vor 














bestrahlt wurde, desto  später  traten G1‐Phase‐Zellen erneut  in die S‐Phase ein. Dieses Verhalten 
spricht  für  eine dosisabhängige Dauer des G1‐Arrests. Dies deutet darauf hin, dass DSBs  auf  ein 













































































































einem Abstand von 3 h gruppiert  (Abb. 26). Die  Induktion der mit 1 Gy bestrahlten Zellen  lag bei 
allen Gruppen zwischen 10 und 16 GFP‐53BP1‐Foci. Zellen, die bis zu 6 h nach Bestrahlung in die S‐
Phase  eintraten,  zeigten  zwischen  5  und  8 GFP‐53BP1‐Foci  zum  Zeitpunkt  des  Eintritts  in  die  S‐
























Trotz  allem wurden  noch  Zellen,  vermutlich mit  einer  sehr  geringen  Anzahl  an  DSBs  vom  p53‐
abhängigen Checkpoint  in der G1‐Phase arretiert. Dies wurde ebenfalls  im  Labor von P. A.  Jeggo 
nachgewiesen, die  synchronisierte Zellen 30 min nach  Stimulation bestrahlten und eine Verzöge‐





und Linke et al. (1997).  In verschiedenen Ansätzen wurde  in vitro DNA  in Form von Plasmiden mit 
einem oder mehreren Brüchen bzw. linearisierte DNA direkt in Zellen injiziert und festgestellt, dass 







phosphorylierte ATM‐Foci  (meist  im  Zusammenspiel mit  anderen Reparaturfaktoren wie  γ‐H2AX, 
MDC1 und 53BP1). Durch den langsam einsetzenden G1/S‐Checkpoint wurden die meisten initialen 
DSBs repariert, bevor der Checkpoint aktiviert wird. Es wird davon ausgegangen, dass ein Wachs‐































Die  Limitierungen  sowohl des G1/S‐  als  auch des G2/M‐Checkpoints  können  zur  Entstehung  von 
Chromosomenaberrationen und somit zur Entartung der Zellen führen. Aber es wird vermutet, dass 
Zellen, welche  direkt  nach  Bestrahlung weder  am G1/S‐  noch  am G2/M‐Checkpoint  aufgehalten 
wurden, in der folgenden Zellzyklus‐Phase arretiert werden, um noch bestehende DSBs zu reparie‐
ren.  Die  nächste Möglichkeit  zum  Arrest  ist wiederum  der  G1/S‐Checkpoint.  Linke  et  al.  (1997) 






















Bei  der  Quantifizierung  der  GFP‐53BP1‐Foci  wurden  teilweise  große  Schwankungen  in  der 
Focianzahl zwischen den einzelnen Zellen  festgestellt. Die allgemeine Tendenz zeigte  jedoch, dass 
die DSBs während der  S‐Phase anstiegen. Um Unterschiede  zwischen  früh nach Bestrahlung und 
spät nach Bestrahlung  in die S‐Phase eintretenden Zellen zu untersuchen, wurde die Gruppierung 
der Zellen bei Auswertung der G1‐Phase auch bei Auswertung der S‐Phase beibehalten.  In Zellen, 







Ergebnis zu  intensiver Belichtung  in der S‐Phase während der Aufnahme der Zellen  im LCI‐System 
darstellten. Während  der  Replikation  können  die  durch  intensive  Belichtung  entstehenden  ESBs 
zum Kollabieren von Replikationsgabeln und zur Entstehung von DSBs führen. In einem Kontrollex‐










1000 einzelsträngige  Läsionen pro  Stunde, davon 600 ESBs und apurine/apyrimidine  Stellen, 100 
Thymin‐Glykole und 200 8‐Oxoguanine. Pro S‐Phase entstehen bis 5000 einzelsträngige Läsionen, in 
der Mehrzahl werden diese über fehlerfreie Mechanismen repariert, 1 % bleibt unrepariert. Diese 
unreparierten  SSL  führen  schließlich  zum Anhalten  oder  Kollabieren  von  Replikationsgabeln,  aus 
einigen  der  Läsionen  gehen DSBs  hervor. Aus  5000  SSL  entwickeln  sich  so  50 DSBs  pro  S‐Phase 
(Jeggo, 1998, Vilenchik und Knudson, 2000).  In Bakterien konnte gezeigt werden, dass ein ESB für 
den Kollaps einer Replikationsgabel verantwortlich ist und zu einem DSB führt (Kuzminov, 2001).  
Die  größte  Zunahme  der  replikationsassoziierten  Foci  erfolgte  in  jener Gruppe, welche  auch  die 
meisten Foci zu Beginn der Phase aufwies (Abb. 28 und Abb. 29). Da diese Gruppe direkt vor Eintritt 
in  die  S‐Phase  bestrahlt  worden  war,  könnten  die  Zellen  einen  noch  deutlich  höheren  Anteil 
einzelsträngiger Brüche und Basenschäden  im Vergleich zu Zellen zeigen, die  länger vor Eintritt  in 
die S‐Phase bestrahlt wurden. Für die Reparaturkinetik von Basenschäden in Säugerzellen wird eine 
exponentielle  Abnahme mit  einer  Halbwertszeit  von  20‐40 min  beschrieben.  Die  Reparatur  der 










Schäden der dritten Phase  sind nur  zum  Teil bekannt, möglicherweise  sind  ein  Teil der  Schäden 
DSBs, die  langsam repariert werden. Die Reparatur der ESBs  ist  innerhalb von 10‐12 h abgeschlos‐
sen, wobei  99 %  der Brüche  repariert werden  (Dikomey  und  Franzke,  1986,  Fohe  und Dikomey, 
1994).  Die kurz (0 h bis 3 h) vor Eintritt in die S‐Phase bestrahlten Zellen besitzen somit bei Betrach‐
tung der Reparaturkinetiken  sowohl ESBs als auch Basenschäden. Sie entwickeln während der S‐
Phase  somit  auch  eine  größere Anzahl  von  replikationsassoziierten DSBs  als  Zellen, die nach Be‐








henden GFP‐53BP1‐Foci  (Abb.  30) waren  die  schon  bestehenden,  durch  Bestrahlung  induzierten 
GFP‐53BP1‐Foci ausgeprägter und heller als die replikationsassoziierten Foci der S‐Phase. Die strah‐


























Chromosomenspreitungen  in  der  folgenden Mitose  konnte  eine  erhöhte  Anzahl  von  Chromoso‐
menbrüchen festgestellt werden. Dies  ist ein weiterer Nachweis dafür, dass  in der G1‐Phase  indu‐
zierte  DSBs  demnach  durch  die  S‐Phase  bis  zur  G2‐Phase  erhalten  bleiben.  Ebenso  entstanden 
Chromosomenbrüche  in der folgenden G2‐Phase, wenn nach Induktion des Checkpoints die Zellen 
mit  DSBs  vorzeitig  aus  dem  Arrest  entlassen  wurden.  Nach  den  vorliegenden  Daten  der  LCI‐
Mikroskopie  hätte man  erwartet,  dass  nur  sehr wenige  Chromosomenbrüche  aufgrund weniger 
persistierender Foci  in der G2‐Phase nachzuweisen  sind. Allerdings  lag die Anzahl der Chromoso‐





bestrahlte  Zellen  beschrieben  (Cornforth  und  Bedford,  1993). Allerdings  können  bei  Bestrahlung 
früher S‐Phase‐Zellen ebenfalls Chromatid‐ und Chromosomenbrüche  in der G2‐Phase nachgewie‐
sen werden. Da  aber  in  der  begleitenden  Studie  die  Experimentbedingungen  so  gewählt waren, 
dass Zellen ausgewertet wurden, deren Bestrahlung kurz vor Eintritt in die S‐Phase stattfand, kann 










der  Reparatur  der  in  der G1‐Phase  durch  IR  induzierten DSBs  im Verlauf  der  S‐Phase  entstehen 
neue, replikationsabhängige Foci. Diese Vorgänge  führen schließlich neben einer erhöhten Anzahl 




















Die  Reparatur  der  nach  UVC  auftretenden  Thymidin‐Dimere  erfolgt  über  Nukleotid‐Exzisions‐
Reparatur (NER), wodurch kurzfristig einzelsträngige DNA‐Bereiche entstehen, die mit RPA (Replica‐
tion  Protein  A)  bedeckt  werden.  Bis  heute  ist  nicht  geklärt,  ob  die  Ausdehnung  dieser  ssDNA‐





Im weiteren  Verlauf  der  Arbeit  sollte  daher  untersucht werden, wie  sich  eine Modifikation  des 





den  die  Zelllinien  82‐6hTert  (WT),  F02‐98hTert  (ATR‐defizient)  und  AT7Bi  bzw.  AT1BR  (ATM‐
defizient)  verwendet.  Dabei  kamen  erneut  die  Ansätze  der  EdU/BrdU‐Markierung  und  der 
Durchflusszytometrie zum Einsatz.  





Im  Gegensatz  zu  IR  zeigten  alle  verwendeten  Zelllinien  nach  UVC‐Bestrahlung  mit  6 J/m2  und 
12 J/m2 einen sofortigen Arrest und ein erneutes Eintreten von G1‐Phase‐Zellen in die S‐Phase nach 








unabhängig  von  ATM  ist.  Kaufmann  und  Wilson  (1994)  beobachteten  allerdings  nach  UVC‐




















annähernd  synchron  in die S‐Phase ein, wodurch  sich  zunächst die  starke Erhöhung der S‐Phase‐
Zellen ergibt. Dieses Modell könnte auch für die Verwendung höherer Fluenzen gelten. Da bei höhe‐
ren Fluenzen mehr Schäden induziert werden, benötigen sie allerdings mehr Zeit zur Reparatur und 
























war  zu  erkennen,  dass  BrdU‐positive  S‐Phase‐Zellen  nach  Bestrahlung  deutlich  langsamer  als 
unbestrahlte Zellen durch die S‐Phase progressieren  (Abb. 49), was auf das Einsetzen von Check‐
points  in der S‐Phase schließen  lässt. Dabei verblieben BrdU‐positive Zellen umso  länger  in der S‐
Phase, je höher die verwendete Fluenz der Bestrahlung war. Je länger der Intra‐S‐Phase‐Checkpoint 
aufrecht erhalten blieb, desto später gelangten auch BrdU‐negative G1‐Phase‐Zellen in die S‐Phase. 








S‐Phase wird  nur  verzögert. Die Verzögerung wird  dadurch  eingeleitet,  dass  die Anlagerung  von 
Initiationsproteinen  an  den  Replikationsursprung  verhindert  wird  (Falck  et  al.,  2002).  Bei  UVC‐
Bestrahlung und der  vorherrschenden  Induktion  von ESBs und Basenschäden  (CPDs und 6‐4PPs), 
vermittelt ATR den Intra‐S‐Checkpoint. Der ATR‐ATRIP‐Komplex, Rad17‐RFC und der 9‐1‐1‐Komplex 





















die DNA‐Replikation  verzögert. Orren et al.  (1995)  zeigten, dass bei Bestrahlung der  S‐Phase mit 
20 J/m2 bestrahlte Zellen bis zu 7 h später in die G2‐Phase gelangten als unbestrahlte Zellen. Wäh‐
rend  dieser  Zeit war  die  Rate  der  Replikation, wahrscheinlich  durch  das  Einsetzen  eines  Intra‐S‐













an UV‐geschädigte DNA ohne vorherige Prozessierung der  Läsionen  zu binden  (Jiang und Sancar, 
2004). Schließlich  spielt noch die NER über die Entstehung einzelsträngiger DNA‐Bereiche bei der 
Reparatur  von  DNA‐Schäden  z.B.  nach  UV‐Bestrahlung  eine  Rolle  bei  der  Aktivierung  von  ATR 




defiziente  Zellen  eine  beeinträchtigte  DNA‐Schadensantwort  nach  UV‐Bestrahlung  zeigen 






UVC‐Bestrahlung  von  G1‐Phase‐Zellen  ähnliche  Signalkaskaden  ab  wie  nach  Bestrahlung  von  S‐
Phase‐Zellen. Dies würde letztendlich zu einem ähnlichen Arrest der Zellen beider Zellzyklus‐Phasen 
führen. 
Hier  stellt  sich  letzten  Endes  die  Frage,  ob  die  Daten  dieser  Arbeit  einen  wirklichen  G1/S‐

































Arbeitsgruppe  für  die  Verzögerung  sind  zum  einen,  dass  CPDs  oder  weitere  Basenschäden  die 
Transkription von Genen, welche für die DNA‐Replikation benötigt werden, in der späten G1‐Phase 
verhindern. Zum anderen wäre es möglich, dass UV‐induzierte DNA‐Schäden die Replikation me‐












Origin  ausgehend  als  Einheit  transkribiert werden  können  (Kaufman  und  Cleaver,  1981,  Painter, 
1985).  
Um  alternative  Signaling‐Wege  zu  untersuchen, wurden  die  Zellen  zusätzlich mit  ATM‐Inhibitor 
(ATMi) behandelt. Da die bisherigen Untersuchungen in verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlich 






bestrahlten  Zellen. Dies  deutet  darauf  hin,  dass ATM  bei  der  Checkpoint‐Aktivierung  nach UVC‐
Bestrahlung eine Rolle spielt. Die Inhibierung von ATM in der ATR‐defizienten Zelllinie erreicht kein 







Da  trotz  Inhibierung  von  ATM  und  einer  evtl.  nur  geringen  Aktivität  von  ATR  die  Werte  der 
unbestrahlten Kontrollen nicht erreicht wurden, könnte dies für zusätzliche Faktoren oder alternati‐
ve  Signalwege, unabhängig  von ATM/ATR  sprechen, die beim  Einsetzen des G1/S‐Checkpoints  in 
UVC‐bestrahlten  Zellen  eine  Rolle  spielen.  In AT‐defizienten  Keratinozyten  (Zellen  der Oberhaut) 








dass die  Signalwege  zur  Initiation eines Checkpoints nicht  zwingend bei ATM und ATR einsetzen 
müssen, sondern dass ATM und ATR umgangen werden und Downstream‐Faktoren direkt aktiviert 
werden. Für die Aktivierung des G2/M‐Checkpoints nach IR besteht wohl ein alternativer, ATM‐ und 
ATR‐unabhängiger  Signaltransduktionsweg  zur  Arretierung  der  Zellen.  Involviert  sind  BRCA1  und 
p53, welche nachfolgend p21, Gadd45α und 14‐3‐3σ aktivieren und so ein G2‐Arrest induziert wird 
(Aprelikova et al., 2001, Taylor und Stark, 2001). Vielleicht wäre ein solcher Signalweg auch für die 






genen  und  spielt  eine wichtige  Rolle  in  der Homöostase  von  Zellen. mTOR    ist  ein Mitglied  der 
Phosphoinositide  3‐kinase‐related  kinase  (PIKK)‐Familie,  wie  auch  ATR,  ATM  und  DNA‐PK.  Nach 
UVC‐Behandlung  von  Zellen  konnte  eine  verstärkte  Phosphorylierung  des  Translationsinhibitors 
eIF2α  beobachtet  werden,  was  zu  einer  Induktion  der  Signalwege  mTOR  und  Akt  über  PI3K 
(Phosphatidyl‐Inositol 3‐Kinase) führte. Akt wird von mTOR phosphoryliert und damit aktiviert, die‐
ser  Aktivierung  kann  der  Tumorsuppressor  PTEN  entgegenwirken.  Akt wirkt  direkt  auf  die  Cdk‐




Die  alleinige Untersuchung  des  Checkpoint‐Verhaltens  von  ATM‐  und  ATR‐defizienten Mutanten 
lieferte keine eindeutigen Aussagen, ob ein Signaling nach UVC‐Bestrahlung stattfindet. So sollte die 
Aktivierung  dieser  DNA‐Schadensantwort‐initiierenden  Kinasen  über  die  Phosphorylierung  von 
H2AX untersucht werden. 
Bei Untersuchung der γ‐H2AX‐Phosphorylierung  in seruminhibierten G1‐Phase‐Zellen aller verwen‐
deter  Zelllinien  konnte  nach  Bestrahlung  mit  12 J/m2  nur  ein  leichter  Anstieg  der  Focianzahl 





ger  als  bei  WT‐Zellen  und  AT‐defizienten  Zellen.  Hieraus  könnte  man  schließen,  dass  das 












wurde allerdings auch hier  in 20 % der Zellen ein eher  flächiges Signal detektiert. Die  leichte Zu‐
nahme von F02‐98hTert‐Zellen mit einer flächigen H2AX‐Phosphorylierung und einer ausbleibenden 
































teau, welches bis 30 h nach Bestrahlung  aufrecht  erhalten wird. Die  Induktion nach  IR  ist  schon 
nach 1 h erkennbar, mit Maximum nach 2 h und einer Abnahme des Levels 3 h nach Bestrahlung. 
Die Induktion von p53 nach UV‐Bestrahlung verläuft somit langsamer als nach IR, p53 ist aber über 




















exponentielle  als  auch  konfluente  Zellen mit UVC  bestrahlten.  So  konnte  eine  p53‐unabhängige 
Induktion von p21  in konfluenten Zellen, aber nicht  in exponentiell wachsenden Zellen festgestellt 





allerdings  eingeräumt  wird,  dass  ein  passiver  Prozess  der  allgemeinen  Inhibierung  der  mRNA‐
Synthese durch Blockierung der Transkription aktiver Gene aufgrund UVC‐induzierter DNA‐Schäden 
eine Rolle beim G1‐Arrest  spielt  (Ljungman et al., 1999).  Loignon und Drobetsky  (2002)  schlagen 
einen weiteren Mechanismus  für die  Induktion eines p53‐unabhängigen G1‐Arrests vor, der über 








chen und  zu  charakterisieren, wurde  zunächst das  Einsetzen des Checkpoints nach  IR‐ und nach 
UVC‐Bestrahlung über die Auswertung des Mitotischen  Index  (MI) verglichen. Schon 1 h nach Be‐




















den  entsprechenden  Fluenzen  deutlich  geringer  als  bei  den ATR‐profizienten WT‐  und AT‐Zellen 
(Abb. 51), was auf eine Beteiligung von ATR bei der  Induktion des G2/M‐Checkpoints nach UVC‐
Bestrahlung schließen lässt. 
Trotz  allem  verläuft  die Aktivierung  des Checkpoints  in WT‐Zellen  sowohl nach  IR  als  auch nach 
UVC‐Bestrahlung schnell und es wurde bereits gezeigt, dass durch UVC‐Bestrahlung  in  frühen G2‐
synchronisierten Zellen ein  fluenzabhängiger, kurzer G2‐Arrest  induziert wird  (Orren et al., 1995, 
Bulavin et al., 2001). Franchitto et al.  (1998) wiesen  in Hamster‐Zellen nach UVC‐Bestrahlung mit 
8 J/m2 und  15 J/m2  in der G2‐Phase  eine  ebenfalls  fluenzabhängige Abnahme des MI  1,5 h nach 
Bestrahlung und eine maximale  Inhibierung des MI um 80 % der Gesamtzellzahl nach 2,5 h nach. 
Kürzlich wurde beobachtet, dass G2‐Phase‐Zellen nach Bestrahlung mit UV einen ATR‐abhängigen 
















bereits  1 h  nach  Bestrahlung  erfolgte,  kann  ein  Einfluss  replizierender  Zellen  auf  die  Ergebnisse 






Nach  UVC‐Bestrahlung  zeigten  ATM‐  und  ATR‐profiziente  WT‐Zellen  den  niedrigsten  MI,  ATM‐
defiziente Zellen einen etwas höheren MI und ATR‐defiziente Zellen einen wiederum höheren MI. 
Entsprechend dieser Daten könnte gefolgert werden, dass neben ATR auch ATM einen zwar gerin‐
gen,  jedoch messbaren  Anteil  zur  Induktion  der  Checkpoint‐Antwort  nach  UVC‐Bestrahlung  bei‐
steuert.  Um  dies  zu  überprüfen wurde  ATM  in WT‐Zellen  und  F02‐98hTert  inhibiert.  Die  ATMi‐


















mit  dem minimalen  oxidativen  Schaden  durch UV‐Bestrahlung  in  Zusammenhang  stehen  könnte 
(Tyrrell,  1991). Helt  et  al.  (2005)  zeigten,  dass ATM  nach UVC‐Bestrahlung  Chk2  phosphoryliert, 
wodurch ebenfalls ein Hinweis auf eine Aktivierung von ATM nach UV besteht. Die Untersuchung 
von AT‐defizienten Zellen zeigte auch, dass die Defekte  in der Prozessierung von UVC‐Schäden  im 






















weshalb  die  Phosphorylierung  von  H2AX  als  Indikator  für  eine  ATM/ATR‐Aktivierung  in  der  G2‐
Phase nach UVC‐Bestrahlung im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte.  
1 h nach Bestrahlung von exponentiell wachsenden Zellen mit 3 J/m2 und 6 J/m2 wurde nur eine 
leichte Erhöhung der  γ‐H2AX‐Foci  in G2‐Phase‐Zellen  im Gegensatz  zu einer deutlichen Erhöhung 
der  γ‐H2AX‐Foci  nach  2 Gy  beobachtet. Da  der G2/M‐Checkpoint  unempfindlich  ist  und  die  hier 
festgestellten  Focizahlen  unterhalb  der  Sensitivitätsgrenze  liegen,  kann  davon  ausgegangen wer‐
den,  dass  die  DSBs  nicht  verantwortlich  für  die  Induktion  des  Checkpoints  sind.  Die  ATM‐
Abhängigkeit des Checkpoints ist somit nicht über die DSB‐Induktion erklärbar. 
Einige Zellen  zeigten nach UVC‐Bestrahlung vermehrt neben einem  leichten, pannukleären Signal 
auch  einen  stark  leuchtenden Hintergrund. Diese  Beobachtung wurde,  teilweise  in  leicht  unter‐
schiedlicher Ausprägung,  sowohl  in  den WT‐Zellen,  als  auch  in ATR‐  und ATM‐defizienten  Zellen 
gemacht. Das  flächige Signal könnte durch die nach UVC‐Bestrahlung  induzierten ESBs und  somit 
der Aktivierung von ATR entstanden sein. 











Schäden  vor  allem um  Pyrimidin‐Dimere,  6‐4PPs und  ESBs handelt. Bei  der Replikation  der DNA 
treffen Replikationsgabeln auf diese unreparierten Schäden, wodurch DSBs entstehen, die über γ‐

















den  verwendeten  Zelllinien  wurde  generell  nur  ein  leichter  Anstieg  von  γ‐H2AX  nach  UVC‐





rung  der  Zellzyklus‐Kontrolle  führen  könnten.  So  wurde  z.B.  beschrieben,  dass  Membran‐
gekoppelte Rezeptoren wie p38‐Kinase (Bulavin et al., 2001) und JNKs (Jun amino terminal kinase) 
































Zum  Thema  der  Zellzyklus‐Regulation  von  Säugerzellen  nach  UV‐Bestrahlung wurde  bisher  eine 
Vielzahl von Studien veröffentlicht, wobei aber immer noch viele Fragen ungeklärt bleiben bzw. sich 









Beachtung  der  verwendeten  Methoden.  So  konnten  bei  Bestrahlung  seruminhibierter  oder 









führen  zu  der  Frage  nach  den mechanistischen Ursachen  für  das  langsame  Einsetzen  eines G1‐
Arrestes. Weiterhin  konnte  in  dieser Arbeit  gezeigt werden,  dass G1‐bestrahlte  Zellen  durch  die 
gesamte  S‐Phase  ein  höheres  Level  an DSBs  aufweisen. Dabei  ermöglichte  die Methode  des  LCI 
erstmals die separate Verfolgung von IR‐induzierten und replikationsassoziierten DSBs.  Interessan‐
terweise  stellte  sich heraus, dass  strahleninduzierte DSBs  im Verlauf der  S‐Phase  fast  vollständig 
repariert werden und das erhöhte Level an DSBs am Ende der S‐Phase durch replikationsassoziierte 
DSBs  zustande  kommt,  die  im Verlauf der  S‐Phase  gebildet wurden.  In weiterführenden  Studien 
könnten  Einblicke  in  die Mechanismen  der  DSB‐Reparatur während  der  S‐Phase  gewonnen  und 
gegebenenfalls grundlegende Unterschiede  in der Reparatur  IR‐induzierter und  replikationsassozi‐
ierter DSBs aufgezeigt werden. Bei Verfolgung der strahleninduzierten und replikationsassoziierten 
DSBs durch die S‐Phase könnte über die Methode des LCI der Anteil von HR und NHEJ an den jewei‐



























Faktoren,  die  Downstream  von  ATM  und  ATR  operieren.  Da  die  zelluläre  Regulation  des  G1/S‐














































































































































sion of a  kinase‐inactive ATR protein  causes  sensitivity  to DNA‐damaging agents and defects  in  cell  cycle  checkpoints. 
EMBO J. 17:159‐169. 
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sichtsbilder wurden  in  400‐facher  Vergrößerung  aufgenommen  und  bestehen  aus mehreren  Ebenen. 
Alle Bilder der jeweiligen Färbung wurden mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen. Nach Bestrah‐



















































































Die  Bildausschnitte  zeigen Übersichtsbilder  fixierter,  in  der G1‐Phase  synchronisierter  Zellen  von  82‐
6hTert. Zeitgleich  zur  Stimulation mit  FCS wurde  zur Markierung  von  S‐Phase‐Zellen EdU  ins Medium 
gegeben. Die Zellen wurden entweder nicht bestrahlt und  fixiert oder mit 12 J/m2 bestrahlt und nach 






























































Name:           Barbara Koch 
Geburtsdatum:       27.12.1978 
Geburtsort:         Neustadt an der Weinstraße 
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